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(57) Abstract 

The invention relates to a method for the electro- 
chemical detection of sequence-specific nucleic acid oligomer 
hybridization events. To this end single DNA/RNA/PNA 
oligomer strands which at one end are covalently joined to 
a support surface and at the other, free end, covalently linked 
to a redox pair, are used as hybridization matrix (probe). As 
a result of treatment with the olignucleotide solution (target) 
to be examined, the electric communication between the con- 
ductive support surface and the redox pair bridged by the sin- 
gle-strand oligonucleotide, which communication initially is 
either absent or very weak, is modified. In case of hybridiza- 
tion, electric communication between the surface support and 
the redox pair, which is now bridged by a hybridized dou- 
ble-strand oligonucleotide, is increased. This permits the de- 
tection of a hybridization event by electrochemical methods 
such as cyclic voltametry, amperometry or conductivity mea- 
surement. 
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(57) Zusammenfassung \ 

l ;f n n fit ma ;./</■, 
' ! Trlgcr. .■////, 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur obcrflKchc 
elektrochemischen Detektion von sequenzspezifischen Nuk- 
leinsaure-Oligomer-Hybridisierungsereignissen. Dabei di- 

den Oligonukleotid-Losung ('Target") wird die ursDrUnelich nicht Z^hl.,v. .,^1 V' ? ehandlun g der zu untersuchen- 
leitfahigen Trageroberflache und dem ObVr Kommunikation zwischen der 

wM die elektrische Kommunikation zwischen der liwSrt? und T„ T^llf^^T^^ FaUc dcr H yb*«*«™g 
verbrucktenRedoxpaarverstftrlct Somit wird die Ltetato n e ?n«Hvh^ , hybndisieites Doppelstrang-Oligonukleotid 

che Voltametrie. An^rometrie Oder ^^SgkeiSssung & ^ " e ' ektr0chemische V«fth«, wie cyclis- 
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Verfahren zur elektrochemischen Detektion von Nukleinsaureoligomerhybriden 



Technisches Gebiet 

Die voiliegende Erfindung betrifft ein modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer, sowie ein 
Verfahren zur elektrochemischen Detektion von sequenzspezifischen Nukleinsaure- 
Oligomer-Hybridisierungsereignissen. 



Stand der Technik 

Zur Sequenzanalyse von DNA und RNA, z. B. in der Krankheitsdiagnose, bei 
toxikologischen Testverfahren, in der genetischen Forschung und Entwicklung, 
sowie auf dem Agrar- und pharmazeutischen Sektor, werden im allgemeinen gel- 
elektrophoretische Verfahren mit autoradiographischer oder optischer Detektion 
verwendet. 

Zur Veranschaulichung des wichtigsten gel-elektrophoretischen Verfahrens mit 
optischer Detektion (Sanger-Verfahren) ist in Figur 1b ein DNA-Fragment mit Primer 
dargestellt. Bei dem Sanger-Verfahren wird eine DNA enthaltende Losung in vier 
Ansatze aufgeteilt und der Primer jedes Ansatzes mit je einem bei verschiedener 
Wellenlange emitierenden Fluoreszenzfarbstoff kovalent modifiziert. Wie in Figur 1b 
dargestellt wird zu jedem Ansatz Desoxyribonucleosid-Triphosphat der Basen A 
(Adenin), T (Thymin), C (Cytosin), und G (Guanin), also dATP, dTTP, dCTP und 
dGTP, gegeben, urn den Einzelstrang, ausgehend vom Primer, durch DNA- 
Polymerase I enzymatisch zu replizieren. Zusatzlich zu den vier 
Desoxyribonucleosid-Triphosphaten enthalt jedes Reaktionsgemisch noch genOgend 
des 2\3'-Didesoxyana!ogons (Figur 1a) eines dieser Nukleosidtriphosphate als 
Stopbase fle e ine der 4 mSglichen Stoppbasen pro Ansatz), urn die Replication an 
alien mftglichen Bindungsstellen zu stoppen. Nach Vereinigung der vier Ansatze 
entstehen replizierte DNA-Fragment aller Langen mit stopbasenspezifischer 
Fluoreszenz, die gel-elektrophoretisch der Lange nach sortiert und durch 
Fluoreszenz-Spektroskopie charakterisiert werden konnen (Figur 1c). 

Ein anderes optisches Detektionsverfahren basiert auf der Anlagerung von 
Fluoreszenzfarbstoffen wie z. B. Ethidiumbromid an Oligonukleotide. Die 
Fluoreszenz solcher Farbstoffe steigt im Vergleich zur freien Losung des Farbstoffs 
urn etwa das 20-fache an, wenn sie sich an doppelstrangige DNA oder RNA 
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anlagern und kann deshalb zum Nachweis hybridisierter DNA oder RNA verwendet 
werden. 



Bei der radioaktiven Markierung wird 32 P in das Phosphatgerust der Oligonukleotide 
eingebaut, wobei 32 P gewohnlich am 5'-Hydroxylende durch Polynukleotid-Kinase 
addiert wird. Die markierte DNA wird anschlieftend an jeweils einem der vier 
Nukleotidtypen bevorzugt gespalten und zwar unter definierten Bedingungen, so daft 
pro Kette durchschnittlich eine Spaltung erfolgt. Damit liegen im Reaktionsgemisch 
fur einen bestimmten Basentyp Ketten vor, die sich von der 32 P-Markierung bis zur 
Position dieser Base erstrecken (bei mehrfachem Auftreten der Base erhaMt man 
entsprechend Ketten unterschiedlicher Lange). Die vier Fragmentgemische werden 
anschlieliend auf vier Bahnen gel-elektrophoretisch aufgetrennt. Danach wird vom 
Gel ein Autoradiogramm angefertigt, an dem die Sequenz unmittelbar abgelesen 
werden kann. 



Vor einigen Jahren wurde ein weiteres, auf optischer (oder autoradiographischer) 
Detektion beruhendes Verfahren zur DNA-Sequenzierung entwickelt, namlich die 
Sequenzierung durch Oligomerhybridisierung (vgl. z. B. Drmanac et al., Genomics 4, 
(1989), S. 114-128 oder Bains et al., Theor. Biol. 135, (1988), S. 303-307). Bei 
diesem Verfahren wird ein vollstSndiger Satz kurzer Oligonukleotide bzw. Oligomere 
(Sonden-Oligonukleotide), z. B. alle 65 536 moglichen Kombinationen der Basen A, 
T, C und G eines Oligonukleotid-Oktamers auf ein Tragermaterial gebunden. Die 
Anbindung geschieht in einem geordneten Raster aus 65 536 Test-Sites, wobei 
jeweils eine groliere Menge einer Oligonukleotid-Kombination ein Test-Site 
definieren und die Position jeder einzelnen Test-Site (Oligonukleotid-Kombination) 
bekannt ist. Auf solch einer Hybridisierungsmatrix, dem Oligomerchip, wird ein DNA- 
Fragment, dessen Sequenz man ermitteln will, das Target, mit Fluoreszenz-Farbstoff 
(oder 32 P) markiert und unter Bedingungen, die nur eine spezifische 
Doppelstrangbildung erlauben, hybridisiert. Dadurch bindet das Target DNA- 
Fragment nur an die Oligomere (im Beispiel an die Oktamere), deren komplementare 
Sequenz exakt einem Teil (einem Oktamer) seiner eigenen Sequenz entspricht. 
Durch optische (oder autoradio^rapriische) Detektion der Bindungsposition des 
hybridisierten DNA-Fragments werden damit alle im Fragment vorhandenen 
Oligomersequenzen (Oktamersequenzen) bestimmt. Aufgrund der Oberlappung 
benachbarter Oligomersequenzen kann durch geeignete mathematische 
Algorithmen die fortlaufende Sequenz des DNA-Fragments bestimmt werden. Die 
Vorteile dieses Verfahrens liegen unter anderem in der Miniaturisierung der 
Sequenzierung und damit in der enormen Datenmenge, die gleichzeitig in einem 
Arbeitsgang erfafit wird. Daneben kann auf Primer und auf das gel- 
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elektrophoretische Auftrennen der DNA-Fragmente verzichtet werden. Beispielhaft 
ist dieses Prinzip in Figur 2 fiir ein 13 Basen langes DNA-Fragment gezeigt. 

Die Verwendung radioaktiver Markierungen bei der DNA-/RNA- Sequenzierung ist 
mit mehreren Nachteilen verbunden, wie z. B. aufwendige, gesetzlich 
vorgeschriebene Sicherheitsvorkehrungen beim Umgang mit radioaktiven 
Materialien, die Strahlenbelastung, das begrenzte rSumliche Auflosungsvermogen 
(maximal 1mm 2 ) und eine Sensitivitat, die nurdann hoch ist, wenn die Strahlung der 
radioaktiven Fragmente entsprechend lange (Stunden bis Tage) auf einen 
Rontgenfilm einwirkt. Es kann zwar die raumliche Aufiosung durch zusatzliche Hard- 
und Software erhoht und die Detektionszeit durch die Verwendung von 0-Scannem 
verkurzt werden, beides ist jedoch mit erheblichen zusatzlichen Kosten verbunden. 

Die Fluoreszenzfarbstoffe, die ublicherweise zur Markierung der DNA verwendet 
werden, sind zum Teil (z. B. Ethidiumbromid) mutagen und erfordern, ebenso wie die 
Anwendung der Autoradiographie, entsprechende Sicherheitsvorkehrungen. In fast 
alien Fallen erfordert die Verwendung optischer Detektion den Gebrauch von einem 
Oder mehreren Lasersystemen und somit geschultes Personal und entsprechende 
Sicherheitsvorkehrungen. Die eigentliche Detektion der Fluoreszenz erfordert 
zusatzliche Hardware, wie z. B. optische Bauelemente zur Verstarkung und, bei 
verschiedenen Anregungs- und Abfragewelleniangen wie im Sanger-Verfahren, ein 
Kontrollsystem. Abhangig von den benotigten Anregungswelleniangen und der 
gewunschten Detektionsleistung k6nnen somit erhebliche Investitionskosten 
entstehen. Bei der Sequenzierung durch Hybridisierung auf dem Oligomerchip ist die 
Detektion noch (kosten)aufwendiger, da, neben dem Anregungssystem, zur 2- 
dimensionalen Detektion der Fluoreszenzspots hochauflosende CCD-Kameras 
(Charge Coupled Device Kameras) benetigt werden. 

Obwohl es also quantitative und extrem sensitive Methoden zur DNA-/RNA- 
Sequenzierung gibt, sind diese Methoden zeitaufwendig, bedingen aufwendige 
ProbenprSparation und teure Ausstattung und sind im allgemeinen nicht als 
transportable Systeme verfugbar. 



Darstellung der Erfindung 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, eine Vorrichtung und ein 
Verfahren zur Detektion von Nukleinsaureoligomerhybriden zu schaffen, welche die 
Nachteile des Standes derTechnik nicht aufweisen. 
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Diese Aufgabe wird erfindungsgemali durch das modifizierte Oligonukleotid gemafi 
unabhangigem Patentanspruch 1, durch das Verfahren zur Herstellung eines 
modifizierten Oligonukleotids gemali unabhangigem Anspruch 9 und 10, durch die 
modifizierte leitfahige Oberfiache gemali unabhangigem Patentanspruch 11, das 
Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberfiache gemali 
unabhangigem Patentanspruch 21, sowie durch das Verfahren zur 
elektrochemischen Detektion von Oligomerhybridisierungsereignissen gemali 
unabhangigem Patentanspruch 27 geldst. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden die folgenden Abkiirzungen und 
Begriffe benutzt: 



Genetik 



DNA 


Desoxyribon u kleinsau re 


RNA 


Ribonukleinsaure 


PNA 
A 


Peptidnukleinsaure (synthetische DNA oder RNA, bei der die 
Zucker-Phosphat Einheit durch eine Aminosaure ersetzt ist. Bei 
Ersatz der Zucker-Phosphat Einheit durch die -NH-(CH 2 ) 2 - 
N(COCH 2 -Base)-CH 2 CO- Einheit hybridisiert PNA mit DNA). 
Adenin 


G 


Guanin 


C 


Cytosin 


T 


Thymin 


Base 


A, G, T, oder C 


Bp 


Basenpaar 


Nukleinsaure 


wenigstens zwei kovalent verbundene Nukleotide oder 
wenigstens zwei kovalent verbundene Pyrimidin- (z. B. Cytosin, 
Thymin oder Uracil) oder Purin-Basen (z. B. Adenin oder 
Guanin). Der Begriff Nukleinsaure bezieht sich auf ein 
beliebiges "Ruckgrat" der kovalent verbundenen Pyrimidin- oder 
Purin-Basen, wie z. B. auf das Zucker-Phosphat Ruckgrat der 
DNA, cDNA oder RNA, auf ein Peptid-Ruckgrat der PNA oder 
auf analoge Strukturen (z. B. Phosphoramid-, Thio-Phosphat- 
oder Dithio-Phosphat-ROckgrat). Wesentliches Merkmal einer 
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NukleinsSure- 
Oligomer 



Oligomer 
Oligonukleotid 

Oligo 
dATP 



dGTP 



dCTP 



dTTP 



Primer 



Mismatch 



Nukleinsaure im Sinne der vorliegenden Erfindung ist, daft sie 
naturlich vorkommende cDNA Oder RNA sequenzspezifisch 
oinden kann. 

Nukleinsaure nicht naher spezifizierter Basenlange (z. B. 
Nukleinsaure-Oktamer: eine Nukleinsaure mit beliebigem 
RQckgrat, bei dem 8 Pyrimidin- oder Purin-Basen kovalent 
aneinander gebunden sind). 

Aquivalent zu Nukleinsaure-Oiigomer. 

Aquivalent zu Oligomer oder Nukleinsaure-Oiigomer, also z. B. 
ein DNA, PNA oder RNA Fragment nicht naher spezifizierter 
Basenlange. 

Abkurzung fur Oligonukleotid. 

Desoxyribonucleosid-Triphosphat des A (DNA-Einheit mit der 
Base A und zwei weiteren Phosphaten zum Aufbau eines 
langeren DNA-Fragments bzw. eines Oligonukleotids). 

Desoxyribonucleosid-Triphosphat des G (DNA-Einheit mit der 
Base G und zwei weiteren Phosphaten zum Aufbau eines 
langeren DNA-Fragments bzw. eines Oligonukleotids). 

Desoxyribonucleosid-Triphosphat des C (DNA-Einheit mit der 
Base C und zwei weiteren Phosphaten zum Aufbau eines 
langeren DNA-Fragments bzw. eines Oligonukleotids). 

Desoxyribonucleosid-Triphosphat des T (DNA-Einheit mit der 
Base T und zwei weiteren Phosphaten zum Aufbau eines 
langeren DNA-Fragments bzw. eines Oligonukleotids). 

Start-Komplementar-Fragment eines Oligonukleotids, wobei die 
Basenlange des Primers nur ca. 4-8 Basen betragt. Dient als 
Ansatzpunkt fur die enzymatische Replikation des 
Oligonukleotids. 

Zur Ausbildung der Watson Crick Struktur doppelstrangiger 
Oligonukleotide hybridisieren die beiden Einzelstrange derart, 
dali die Base A (bzw. C) des einen Strangs mit der Base T 
(bzw. G) des anderen Strangs Wasserstoffbrucken ausbildet 
(bei RNA ist T durch Uracil ersetzt). Jede andere Basenpaarung 
bildet keine Wasserstoffbrucken aus, verzerrt die Struktur und 
wird als ..Mismatch" bezeichnet. 
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ds 
ss 



double strand (Doppelstrang) 
single strand (Einzelstrang) 



Chemische Substanzen/Gruppen 



Redox 
Alkyl 



Alkenyl 
Alkinyl 

Hetero-Alkyl 

Hetero-Alkenyl 

Hetero-Alkinyl 



beliebiger, nicht naher spezifizierter organischer Rest als Substituent 
Oder Seitenkette. 

redoxaktive Substanz 

Der Begriff "Alkyl" bezeichnet ein gesattigtes 
Kohlenwasserstoffradikal, das geradkettig Oder verzweigt ist (z.B. 
Ethyl, Isopropyl oder 2,5-Dimethylhexyl etc.). Wenn "Alkyl" benutzt 
wird, urn auf einen Linker oder Spacer zu verweisen, bezeichnet der 
Begriff eine Gruppe mit zwei verfugbaren Valenzen fur die kovalente 
Verknupfung (z. B. -CH 2 CH 2 -, -CH 2 CH 2 CH 2 - oder 
-CH 2 C(CH 3 ) 2 CH 2 CH ? C{CH 3 ) 2 CH 2 - etc.). Bevorzugte Alkylgruppen als 
Substituenten ode- Saitenketten R sind solche der Kettenlange 1-30 
(langste durchgehende Kette von aneinandergebundenen Atomen). 
Bevorzugte Alkylgruppen als Linker oder Spacer sind solche der 
Kettenlange 1-20, insbesondere der Kettenlange 1-14, wobei die 
Kettenlange die kurzeste durchgehende Verbindung zwischen 
den Linker oder Spacer verbundenen Strukturen darstellt. 

Alkylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-C 
Einfachbindungen durch C=C Doppelbindungen ersetzt sind. 

Alkyl- oder Alkenylgruppen bei denen eine oder mehrere der 
C-C Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch C=C 
Dreifachbindungen ersetzt sind. 

Alkylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-H Bindungen 
oder C-C Einfachbindungen durch C-N, C=N 1 C-P, C=P, C-O, 
C=O t C-S oder C=S Bindungen ersetzt sind. 

Alkenylgruppen bei denen eine oder mehrere C-H Bindungen, 
C-C Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch C-N, C=N, C-P, 
C=P, C-O, C=0, C-S oder C=S Bindungen ersetzt sind. 

Alkinylgruppen bei denen eine oder mehrere der C-H 
Bindungen, C-C Einfach-, C=C Doppel- oder C=C 
Dreifachbindung durch C-N, C=N, C-P, C=P, C-O, C=0, C-S 
oder C=S Bindungen ersetzt sind. 
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Linker 



Spacer 



(n x HS-Spacer)- 
oiigo 



(n x R-S-S- 
Spacer)-oligo 



molekulare Verbindung zwischen zwei Molekiilen bzw. zwischen 
einem Oberflachenatom, OberflachenmolekOI oder einer 
Oberflachenmoiekulgruppe und einem anderen Molekul. In der 
Rege! sind Linker als Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Hetero-Alkyl-, 
Hetero-Alkenyl- oder Heteroalkinylkette kauflich zu erwerben, 
wobei die Kette an zwei Stellen mit (gleichen oder 
verschiedenen) reaktiven Gruppen derivatisiert ist. Diese 
Gruppen bilden in einfachen/bekannten chemischen Reaktionen 
mit den entsprechenden Reaktionspartner eine kovalente 
chemische Bindung aus. Die reaktiven Gruppen konnen auch 
photoaktivierbar sein, d. h. die reaktiven Gruppen werden erst 
durch Licht bestimmter oder beliebiger Wellenlange aktiviert. 
Bevorzugte Linker sind solche der Kettenlange 1 - 20, 
insbesondere der Kettenlange 1-14, wobei die Kettenlange hier 
die kurzeste durchgehende Verbindung zwischen den zu 
verbindenden Strukturen, also zwischen den zwei Molekulen 
bzw. zwischen einem Oberflachenatom, Oberflachenmolekul 
oder einer Oberflachenmoiekulgruppe und einem anderen 
Molekul, darstellt. 

Linker, der Qber die reaktiven Gruppen an eine oder beide der 
zu verbindenden Strukturen (siehe Linker) kovalent angebunden 
ist. Bevorzugte Spacer sind solche der Kettenlange 1 - 20, 
insbesondere der Kettenlange 1-14, wobei die Kettenlange die 
kurzeste durchgehende Verbindung zwischen den zu 
verbindenden Strukturen darstellt. 

Nukleinsaure-Oligomer, an das n Thiolfunktionen uber jeweils 
einen Spacer angebunden sind, wobei die Spacer jeweils eine 
unterschiedliche Kettenlange (kurzeste durchgehende 
Verbindung zwischen Thiolfunktion und Nukleinsaure-Oligomer) 
aufweisen konnen, insbesondere jeweils eine beliebige 
Kettenlange zwischen 1 und 14. Diese Spacer konnen 
wiederum an verschiedene naturlich am Nukleinsaure-Oligomer 
vorhandene oder an diesem durch Modifikation angebrachte 
reaktive Gruppen gebunden sein und "n" ist eine beliebige 
ganze Zahl, insbesondere eine Zahl zwischen 1 und 20. 

Nukleinsaure-Oligomer, an das n Disulfidfunktionen Qber jeweils 
einen Spacer angebunden sind, wobei ein beliebiger Rest R die 
Disulfidfunktion absattigt. Der Spacer zur Anbindung der 
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oligo-Spacer-S-S- 
Spacer-oligo 



PQQ 

TEATFB 

sulfo-NHS 

EDC 

HEPES 

Tris 

EDTA 

Cystamin 



Disulfidfunktion an das Nukleinsaure-Oligomer kann jeweils eine 
unterschiedliche Kettenlange (kurzeste durchgehende 
Verbindung zwischen Disulfidfunktion und Nukleinsaure- 
Oligomer) aufweisen, insbesondere jeweils eine beliebige 
Kettenlange zwischen 1 und 14. Diese Spacer konnen 
wiederum an verschiedene naturlich am Nukleinsaure-Oligomer 
vorhandene Oder an diesem durch Modifikation angebrachte 
reaktive Gruppen gebunden sein. Der Platzhalter "n" ist eine 
beliebige ganze Zahl, insbesondere eine Zahl zwischen 1 und 20. 

zwei gleiche oder verschiedene Nukleinsaure-Oligomere, die 
uber eine Disulfid-Brucke miteinander verbunden sind, wobei 
die Disulfidbrucke uber zwei beliebige Spacer an die 
Nukleinsaure-Oligomere angebunden ist und die beiden Spacer 
eine unterschiedliche Kettenlange (kurzeste durchgehende 
Verbindung zwischen Disulfidbrucke und dem jeweiligen 
Nukleinsaure-Oligomer) aufweisen konnen, insbesondere 
jeweils eine beliebige Kettenlange zwischen 1 und 14 und diese 
Spacer wiederum an verschiedene naturlich am Nukleinsaure- 
Oligomer vorhandene oder an diese durch Modifikation 
angebrachte reaktive Gruppen gebunden sein konnen. 

Pyrrolo-Chinolino-Chinon, entspricht: 4,5-Dihydro-4,5-dioxo-1H- 
pyrrolo-[2 f 3-f]-chinolin-2,7,9-tricarboxylsaure) 

Tetraethylammonium-tetrafluoroborat 

N-Hydroxysulfosuccinimid 

(3-Dimethylaminopropyl)-carbodiimid 

N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N'-[2-ethansulfonsaure] 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

Ethylendiamin-Tetraacetat (Natriumsalz) 

(H 2 N-CH 2 -CH 2 -S-) 2 



modifizierte Oberflachen/Elektroclen 



Mica 



Au-S-ss-oligO'PQQ 



Muskovit-Plattchen, 
Schichten. 



Tragermaterial zum Aufbringen dunner 



Gold-Film auf Mica mit kovalent aufgebrachter Monolayer aus 
derivatisiertem 12Bp Einzelstrang Oligonukleotid (Sequenz: 
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Au-S-ds-oligo-PQQ 



TAGTCGGAAGCA). Hierbei ist die endstandigen Phosphatgruppe 
des Oligonukleotids am 3' Ende mit (HO-(CH 2 ) 2 -S) 2 zum P-O- 
(CH 2 ) 2 -S-S-(CH 2 ) 2 -OH verestert, wobei die S-S Bindung 
homolytisch gespalten wird und je eine Au-S-R Bindung bewirkt. 
Die endstandige Base Thymin am 5'- Ende des Oligonukleotids ist 
am C-5 Kohlenstoff mit -CH=CH-CO-NH-CH 2 -CH 2 -NH 2 modifiziert 
und dieser Rest wiederum ist uber seine freie Aminogruppe durch 
Amidbildung mit einer Carbonsauregruppe des PQQ verbunden. 
Au-S-ss-oligo-PQQ, welches mit dem zu ss-oligo (Sequenz: 
TAGTCGGAAGCA) komplementaren Oligonukleotid hybridisiert 
voriiegt. 



Elektrochemie 



E 
E 0 



Cyclovoltametrie 



Amperometrie 



Elektrodenpotential, das an der Arbeitselektrode anliegt. 
Halbstufenpotential, Potential in der Mitte zwischen den Strom- 
Maxima fur Oxidation und Reduktion einer in der Cyclovoltametrie 
r.iversiblen Elektrooxidation Oder -reduktion. 

Stromdichte (Strom pro cm 2 Elektrodenoberflache) 

Aufeeichnung einer Strom/Spannungskurve. Hierbei wird das 
Potential einer stationaren Arbeitselektrode zeitabhangig linear 
verandert, ausgehend von einem Potential bei dem keine 
Elektrooxidation oder -reduktion stattfindet bis zu einem Potential bei 
dem eine geloste oder an die Elektrode adsorbierte Spezies oxidiert 
oder reduziert wird (also Strom flie&t). Nach Durchlaufen des 
Oxidations- bzw. Reduktionsvorgangs, der in der 
Strom/Spannungskurve einen zunachst ansteigenden Strom und 
nach Erreichen eines Maximums einen allmahlich abfallenden Strom 
erzeugt, wird die Richtung des Potentialvorschubs umgekehrt. Im 
Rucklauf wird dann das Verhalten der Produkte der Elektrooxidation 
oder -reduktion aufgezeichnet. 

Aufeeichnung einer Strom/Zeitkurve. Hierbei wird das Potential 
einer stationaren Arbeitselektrode z. B. durch einen 
Potentialsprung auf ein Potential gesetzt, bei dem die 
Elektrooxidation oder -reduktion einer gelosten oder 
adsorbierten Spezies stattfindet und der flieftende Strom wird in 
Abhangigkeit von der Zeit aufgezeichnet. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nukleinsaure-Oligomer, das durch chemische 
Anbindung einer redoxaktiven Substanz modifiziert ist. Als Nukleinsaure-Oligomer 
w.rd im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine Verbindung aus wenigstens zwei 
kovalent verbundenen Nukleotiden oder aus wenigstens zwei kovalent verbundenen 
Pyrimidin- (z. B. Cytosin. Thymin oder Uracil) Oder Purin-Basen (z. B. Adenin oder 
Guanin), bevorzugt ein DNA-, RNA- oder PNA-Fragment, verwendet. In der 
vorliegenden Erfindung bezieht sich der Begriff Nukleinsaure auf ein beliebiges 
"Ruckgrat" der kovalent verbundenen Pyrimidin- oder Purin-Basen. wie z. B. auf das 
Zucker-Phosphat Ruckgrat der DNA, cDNA oder RNA, auf ein Peptid-Riickgrat der 
PNA oder auf analoge Ruckgrat-Strukturen, wie z. B. ein Thio-Phosphat-, ein Dithio- 
Phosphat- oder ein Phosphoramid-Ruckgrat. Wesentliches Merkmal einer 
Nukleinsaure im Sinne der vorliegenden Erfindung ist, dali sie naturlich 
vorkommende cDNA oder RNA sequenzspezifisch binden kann. Alternativ zu dem 
Begriff "Nukleinsaure-Oligomer" werden die Begriffe "(Sonden-) Oligonukleotid", 
"Nukleinsaure" oder "Oligomer" verwendet. 

Die redoxaktive Substanz ist bei einem Potential 9 selektiv oxidierbar und 
reduzierbar, wobei cp der Bedingung 2,0 V ;> cp > - 2,0 V geniigt. Das Potential bezieht 
sich hierbei auf die freie, unmodifizierte, redoxaktive Substanz in einem geeigneten 
LSsungsmittel, gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode. Im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung ist der Potentialbereich 1,7 V 2 <p 2s - 1.7 V bevorzugt, wobei 
der Bereich 1 ,4 V ;> cp > - 1 ,2 V besonders bevorzugt ist und der Bereich 0,9 V > cp > 
- 0,7 V, in dem die redoxaktive Substanz des Anwendungsbeispiels reduziert und 
reoxidiert wird, ganz besonders bevorzugt ist. Daneben betrifft die vorliegende 
Erfindung eine leitfahige Oberflache, an die direkt oder indirekt (uber einen Spacer) 
ein Nukleinsaure-Oligomer mit angebundener redoxaktiver Substanz chemisch 
gebunden ist. Aulierdem betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache, wobei ein modifiziertes 
Nukleinsaure-Oligomer auf eine leitfahige Oberflache aufgebracht wird. Gemafc 
einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren, das die 
elektrochemische Detektion molekularer Strukturen, insbesondere die 
elektrochemische Detektion von DNA-/RNA-/PNA- Fragmerten in einer 
Probenlfisung durch sequenzspezifische Nukleinsaure-Oligomer-Hybridisierung 
ermoglicht. Die Detektion der Hybridisierungsereignisse durch elektrische Signale ist 
eine einfache und kostengunstige Methode und erm6glicht in einer 
batteriebetriebenen Variante eines SequenziergerSts den Einsatz vor Ort. 
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Bindung einer redoxaktiven Substanz an ein Nukleinsaure-Oligomer 

Voraussetzung fur das erfindungsgemafte Verfahren ist die Bindung einer 
redoxaktiven Substanz an ein Nukleinsaure-Oligomer. Erfindungsgemafi kann dazu 
jede redoxaktive Substanz verwendet werden, solange sie bei einem Potential q> das 
der Bedingung 2,0 V > <p * - 2,0 V genugt, selektiv oxidierbar und reduzierbar ist. 
Das Potential bezieht sich hierbei auf die freie, unmodifizierte, redoxaktive Substanz 
in einem geeigneten Losungsmittel, gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode 
lm Rahmen der vorliegenden Erfindung ist der Potentialbereich 1,7 V > cp > - 1 7 v 
bevorzugt. wobei der Bereich 1,4 V > <p > - 1,2 V besonders bevorzugt ist und der 
Bereich 0,9 V > cp > - 0,7 V , in dem die redoxaktive Substanz des 
Anwendungsbeispiels reduziert und reoxidiert wird, ganz besonders bevorzugt ist. 
Unter dem Begriff "selektiv oxidierbar und reduzierbar" wird im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung eine Redoxreaktion, also Abgabe oder Aufnahme eines 
Elektrons, verstanden, welche selektiv am Ort der redoxaktiven Substanz stattfindet. 
Durch das angelegte Potential wird also letztendlich kein anderer Teil des 
Nukleinsaure-Oligomers reduziert oder oxidiert, sondern ausschlieaiich die an das 
Nukleinsaure-Oligomer gebundene redoxaktive Substanz. 

Unter redoxaktiver Substanz wird erfindungsgemaft jedes beliebige MolekGI 
verstanden, daft im elektrochemisch zuganglichen Potentialbereich der jeweiligen 
Trageroberflache (Elektrode) durch Anlegen einer aulJeren Spannung an dieser 
Elektrode elektrooxidiert/-reduziert werden kann. Neben ublichen organischen und 
anorganischen redoxaktiven Substanzen wie z. B. Hexacyanoferraten, Ferrocenen, 
Acridinen oder Phtalocyaninen eignen sich zur Anbindung an das Sonden- 
Oligonukleotid insbesondere redoxaktive Farbstoffe wie z. B. (Metallo-) Porphyrine 
der allgemeinen Formel 1, (Metallo-) Chlorophylle der allgemeinen Formel 2 oder 
(Metallo-) Bakteriochlorophylle der allgemeinen Formel 3, (farbige) naturlich 
vorkommende Oxidations-Agentien wie z. B. Ravine der allgemeinen Formel 4, 
Pyridin-Nukleotide der allgemeinen Formel 5 oder Pyrrolo-Chinolin-Chinone (PQQ) 
der allgemeinen Formel 6 oder sonstige Chinone wie z. B 1 ,4-Benzochinone der 
allgemeinen Formel 7, 1 ,2-Benzochinone der allgemeinen Formel 8, 1,4- 
Naphtochinone der allgemeinen Formel 9, 1,2-Naphtochinone der allgemeinen 
Formel 10 oder9,10-Anthrachinone der allgemeinen Formel 11. 
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Formel 1 



Formel 2 




Formel 3 



M = 2H, Mg, Zn, Cu, Ni, Pd, Co, Cd, Mn, Fe, Sn, Pt etc.; R, bis R 12 sind unabhangig 
voneinander H oder beliebige Alky!-, Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder 
Heteroalkinyl-Substituenten. 
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R, O 



R, ^N*^R 5 

Formel 5 




Formel 6 





R, o 



Formel 8 




Formel 10 




Ri bis R 8 sind unabhangig voneinander H Oder beliebige Alkyh Alkenyl-, Alkinyl- 
Heteroalkyh Heteroalkenyl- Oder Heteroalkinyl-Substituenten. 
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Erfindungsgemali wird eine redoxaktive Substanz an ein Oligonukleotid kovalent 
durch die Reaktion des Oligonukleotids mit der redoxaktiven Substanz gebunden. 
Diese Bindung kann auf drei verschiedene Arten durchgefuhrt werden: 

a) Als reaktive Gruppe zur Bindungsbildung am Nukleinsaure-Oligomer wird eine 
freie Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- Oder Amin-Gruppe des 
Oligonukleotid-ROckgrats, insbesondere eine Gruppe an einem der beiden Enden 
des Oligonukleotid-Ruckgrats, verwendet. Die freien, endstandigen Phosphorsaure-, 
Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- Oder Amin-Gruppen weisen eine erhohte 
Reaktivitat auf und gehen daher leicht typische Reaktionen wie z. B. Amidbildung mit 
(primaren oder sekundaren) Aminogruppen bzw. mit Sauregruppen, Esterbildung mit 
(primaren, sekundaren oder tertiaren) Alkoholen bzw. mit Sauregruppen, 
Thioesterbildung mit (primaren, sekundaren oder tertiaren) Thio-Alkoholen bzw. mit 
Sauregruppen oder die Kondensation von Amin und Aldehyd mit anschlieftender 
Reduktion der entstandenen CH=N Bindung zur CH 2 -NH Bindung ein. Die zur 
kovalenten Anbindung der redoxaktiven Substanz notige Kopplungsgruppe (Saure-, 
Amin-, Alkohol-, Thioalkohol- oder Aldehydfunktion) ist entweder naturlicr,3. weise an 
der redoxaktiven Substanz vorhanden oder wird durch chemische Moo'fikation der 
redoxaktiven Substanz erhalten. 



b) Das Nukleinsaure-Oligomer ist Ober einen kovalent angebundenen Molekiilteil 
(Spacer) beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange (kiirzeste durchgehende 
Verbindung zwischen den zu verbindenden Strukturen darstellt), insbesondere der 
Kettenlange 1 bis 14, am Oligonukleotid-Riickgrat bzw. an einer Base mit einer 
reaktiven Gruppe modifiziert. Die Modifikation erfolgt bevorzugt an einem der Enden 
des Oligonukleotid-Ruckgrats bzw. an einer terminalen Base. Als Spacer kann z.B. 
ein Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder 
Heteroalkinylsubstituent verwendet werden. Mogliche einfache Reaktionen zur 
Ausbildung der kovalenten Bindung zwischen redoxaktiver Substanz und des so 
modifizierten Nukleinsaure-Oligomers sind wie unter a) beschrieben, die Amidbildung 
aus Saure- und Amino-Gruppe, die Esterbildung aus Saure- und Alkohol-Gruppe, die 
Thioesterbildung aus Saure- und Thio-Alkohol-Gruppe oder die Kondensation von 
Aldehyd und Amin mit anschlieliender Reduktion der entstandenen CH=N Bindung 
zur CH 2 -NH Bindung. 



GemaiJ einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Nukleinsaure-Oligomer durch 
eine redoxaktive Substanz modifiziert, die Bereiche mit einem uberwiegend 
planaren, in einer Ebene ausgedehnten p-n-Orbital-System aufweist, wie z. B. das 
PQQ des Beispiels 1 oder die Chinone der Formel 5 oder 7-12 oder die porphinoiden 
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Strukturen der Formeln 1 - 4 bzw. die Pyridin-Nukleotide der allgemeinen Formel 6 
bzw. Derivate dieser redoxaktiven Substanzen. In diesem Fall kann der Spacer, uber 
den die redoxaktive Substanz an das Nukleinsaure-Oligomer gebunden ist, so 
gewahlt werden, dali sich die Ebene der Tt-Orbitale der redoxaktiven Substanz 
parallel zu den p-n-Orbitalen der an die redoxaktive Substanz angrenzenden Basen 
des Nukleinsaure-Oligomers anordnen kann. Diese raumliche Anordnung von 
redoxaktiver Substanz mit teilweise planarem in einer Ebene ausgedehnten p-n- 
Orbitalen erweist sich als besonders gunstig. 

c) Bei der Synthese des Nukleinsaure-Oligomers wird eine terminale Base durch die 
redoxaktive Substanz ersetzt. 

Erfindungsgemafl kann die Bindung der redoxaktiven Substanz an das 
Oligonukleotid wie unter a) und b) beschrieben vor oder nach der Bindung des 
Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache erfolgen. Die Anbindung der 
redoxaktiven Substanz an das auf der leitfahigen Oberflache gebundene 
Oligonukleotid erfolgt dann ebenfalls wie unter a) und b) beschrieben. 

Bei mehreren verschiedenen Oligonukleotid-Kombinationen (Test-Sites) auf einer 
gemeinsamen Oberflache ist es vorteilhaft, die (kovalente) Anbindung der 
redoxaktiven Substanz an die Sonden-Oligonukleotide durch geeignete Wahl der 
reaktiven Gruppe an den freien Sonden-Oligonukleotidenden der verschiedenen 
Test-Sites fur die gesamte Oberflache zu vereinheitlichen. 

Die leitfahige Oberflache 

Unter Jem Begriff "leitfahige Oberflache" wird erfindungsgemafJ jeder Trager mit 
einer elektrisch leitfahigen Oberflache beliebiger Dicke verstanden, insbesondere 
Oberfiachen aus Platin, Palladium, Gold, Cadmium, Quecksilber, Nickel, Zink, 
Kohlenstoff, Silber, Kupfer, Eisen, Blei, Aluminium und Mangan. Im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung werden die Begriffe "Elektrode" und "leitfahige (Trager-) 
Oberflache" alternate zu "leitfahige Oberflache " gebraucht. 

Daneben kSnnen auch beliebige dotierte oder nicht dotierte Halbleiteroberfiachen 
beliebiger Dicke verwendet werden. Samtliche Halbleiter kOnnen als Reinsubstanzen 
oder als Gemische Verwendung finden. Als nicht einschrankend gemeinte Beispiele 
seien an dieser Stella Kohlenstoff, Silizium, Germanium, a-Zinn, Cu(l)- und Ag(l)- 
Halogenide beleibiger Kristallstruktur genannt. Geeignet sind ebenfalls samtliche 
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binaren Verbindungen beliebiger Zusammensetzung und beliebiger Struktur der 
Elemente der Gruppen 14 und 16 t der Elemente der Gruppen 13 und 15, sowie der 
Elemente der Gruppen 15 und 16. Daneben konnen ternSre Verbindungen beliebiger 
Zusammensetzung und beliebiger Struktur der Elemente der Gruppen 11,13 und 16 
Oder der Elemente der Gruppen 12, 13 und 16 verwendet werden. Die 
Bezeichnungen der Gruppen des Periodensystems der Elemente beziehen sich auf 
die lUPAC-Empfehlung von 1985. 



Bindung eines Oligonukleotids an die leitfahige Oberflache 

Erfindungsgemafi wird ein Oligonukleotid direkt oder uber einen Linker/Spacer mit 
den Trageroberflachenatomen oder -molekulen einer leitfahigen Trageroberflache 
der oben beschriebenen Art verknupft. Diese Bindung kann auf drei verschiedene 
Arten durchgefuhrt werden: 

a) Die Oberflache wird so modifiziert, dafi eine reaktive Molekul-Gruppe zuganglich 
ist. Dies kann durch direkte Derivatisierung der OberflachenmolekOle, z. B. durch 
naftchemische oder elektrochemische Oxidation/Reduktion geschehen. So kann z. 
B. die Oberflache von Graphitelektroden durch Oxidation naflchemisch mit Aldehyd- 
oder CarbonsSure-Gruppen versehen werden. Elektrochemisch besteht z. B. die 
Moglichkeit durch Reduktion in Gegenwart von Aryl-Diazoniumsalzen das 
entsprechende (funktionalisierte, also mit einer reaktiven Gruppe versehene) Aryl- 
Radikal oder durch Oxidation in Gegenwart von R'C0 2 H das (funktionalisierte) R'- 
Radikal auf der Graphit-Elektrodenoberflache anzukoppeln. Ein Beispiel der direkten 
Modifikation von Halbleiteroberflachen ist die Derivatisierung von Siliziumoberfiachen 
zu reaktiven Silanolen, d. h. Silizium-Trager mit Si-OR n Gruppen an der Oberflache, 
wobei R" ebenso wie R ? einen beliebigen, funktionalisierten, organischen Rest 
darstellt (z.B. Alkyh Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder 
Heteroalkinylsubstituent). Alternativ kann die gesamte Oberflache durch die 
kovalente Anbindung einer reaktiven Gruppe eines bifunktionalen Linkers modifiziert 
werden, so dafi auf der Oberflache eine monomolekulare Schicht beliebiger 
MolekQIe entsteht, die, bevorzugt endstandig, eine reaktive Gruppe enthalten. Unter 
dem Begriff "bifunktionaler Linker" wird jedes Molekul beliebiger Kettenlange, 
insbesondere der Kettenlangen 2-14, mit zwei gleichen (homo-bifunktional) oder 
zwei verschiedenen (hetero-bifunktional) reaktiven Molekul-Gruppen verstanden. 

Sollen mehrere verschiedene Test-Sites auf der Oberflache durch Ausnutzen der 
Methodik der Photolithographie gebildet werden, so ist mindestens eine der 
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reaktiven Gruppen des homo- oder hetereo-bifunktionalen Linkers eine 
photoinduzierbar reaktive Gruppe, d. h. eine erst durch Lichteinstrahlung bestimmter 
oder beliebiger Wellenlange reaktiv werdende Gruppe. Dieser Linker wird so 
aufgebracht, dad die/eine photoaktivierbare reaktive Gruppe nach der kovalenten 
Anbindung des Linkers auf der Oberfiache zur Verfugung steht. An die so 
modifizierte Oberfiache werden die Nukleinsaure-Oligomere kovalent angebunden, 
wobei diese selbst uber einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und 
Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1-14, mit einer reaktiven Gruppe 
modifiziert sind, bevorzugt in der Nahe eines Endes des Nukleinsaure-Oligomers. 
Bei der reaktiven Gruppe des Oligonukleotids handelt es sich urn Gruppen, die direkt 
(oder indirekt) mit der modifizierten Oberfiache unter Ausbildung einer kovalenten 
Bindung reagieren. Daneben kann an die Nukleinsaure-Oligomere in der Nahe ihres 
zweiten Endes eine weitere reaktiv^ Gruppe gebunden sein, wobei diese reaktive 
Gruppe wiederum, wie oben beschrieben, direkt oder uber einen Spacer beliebiger 
Zusammensetzung und Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1-14, 
angebunden ist. Desweiteren kann die redoxaktive Substanz alternativ zu dieser 
weiteren reaktiven Gruppe, an diesem zweiten Ende des Nukleinsaure-Oligomers 
angebunden sein. 

b) Das Nukleinsaure-Oligomer, das auf die leitfahige Oberfiache aufgebracht werden 
soli, ist Qber einen kovalent angebundenen Spacer beliebiger Zusammensetzung 
und Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1-14, mit einer oder mehreren 
reaktiven Gruppe modifiziert, wobei sich diese reaktiven Gruppen bevorzugt in der 
Nahe eines Endes des Nukleinsaure-Oligomers befinden. Bei den reaktiven Gruppen 
handelt es sich urn Gruppen, die direkt mit der unmodifizierten Oberfiache reagieren 
konnen. Beispiele hierfiir sind: (i) Thiol- (HS-) oder Disulfid- (S-S-) derivatisierte 
Nukleinsaure-Oligomere der allgemeinen Formel (n x HS-Spacer)-oligo, (n x R-S-S- 
Spacer)-oligo oder oligo-Spacer-S-S-Spacer-oligo, die mit einer Goldoberfiache unter 
Ausbildung von Gold-Schwefelbindungen reagieren oder (ii) Amine, die sich durch 
Chemi- oder Physisorption an Platin- oder Silizium-Oberflachen anlagern. Daneben 
kann an die Nukleinsaure-Oligomere in der Nahe ihres zweiten Endes eine weitere 
reaktive Gruppe gebunden sein, wobei diese reaktive Gruppe wiederum, wie oben 
beschrieben, direkt oder uber einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und 
Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1-14, angebunden ist. Desweiteren 
kann die redoxaktive Substanz alternativ zu dieser weiteren reaktiven Gruppe, an 
diesem zweiten Ende des Oligonukleotids angebunden sein. Insbesondere 
Nukleinsaure-Oligomere die mit mehreren Spacer-verbruckten Thiol oder 
Disulfidbrucken modifiziert sind ((n x HS-Spacer)-oligo bzw. (n x R-S-S-Spacer)- 
oligo) haben den Vorteil, dafi solche Nukleinsaure-Oligomere unter einem 
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bestimmten Anstellwinkel gegen die leitfahige Oberfiache (Winkel zwischen der 
Oberfiachennormalen und der Helixachse eines doppelstrangigen helikalen 
Nukleinsaure-Oligomers bzw. zwischen der Oberfiachennormalen und der Achse 
senkrecht zu den Basenpaaren eines doppelstrangigen nicht-helikalen Nukleinsaure- 
Oligomers) aufgebracht werden konnen, wenn die die Thiol- bzw. Disulfid- 
Funktionen an das Nukleinsaure-Oligomer anbindenden Spacer, von einem Ende 
der Nukleinsaure her betrachtet, eine zunehmende bzw. abnehmende Kettenlange 
besitzen. 



c) Als reaktive Gruppe am Sonden-Nukleinsaure-Oligomer werden die 
Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen des 
Oligonukleotid-Ruckgrats, insbesondere endstandige Gruppen, verwendet. Die 
Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen weisen 
eine erhohte Reaktivitat auf und gehen daher leicht typische Reaktionen wie z. B. 
Amidbildung mit (primaren oder sekundaren) Amino- bzw. Sauregruppen, 
Esterbildung mit (primaren, sekundaren oder tertiaren) Alkoholen bzw. 
Sauregruppen, Thioesterbildung mit (primaren, sekundaren oder tertiaren) Thio- 
Alkoholen bzw. Sauregruppen oder die Kondensation von Amin und Aldehyd mit 
anschlieliender Reduktion der entstandenen CH=N Bindung zur CH 2 -NH Bindung 
ein. Die notige Kopplungs-Gruppe zur kovalenten Anbindung an die Phosphorsaure-, 
Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe ist in diesem Fall ein Teil der 
Oberflachenderivatisierung mit einer (monomolekularen) Schicht beliebiger 
Molekullange, wie unter a) in diesem Abschnitt beschrieben, oder die 
Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe kann direkt 
mit der unmodifizierten Oberfiache reagieren, wie unter b) in diesem Abschnitt 
beschrieben. Daneben kann an die Oligonukleotide in der Nahe ihres zweiten Endes 
eine weitere reaktive Gruppe gebunden sein, wobei diese reaktive Gruppe 
wiederum, wie oben beschrieben, direkt Oder uber einen Spacer beliebiger 
Zusammensetzung und Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 1 - 14, 
angebunden ist. Desweiteren kann die redoxaktive Substanz alternativ zu dieser 
weiteren reaktiven Gruppe, an diesem zweiten Ende des Nukleinsaure-Oligomers 
angebunden sein. 



Die Bindung des Oligonukleotids an die leitfahige Oberfiache kann alternativ vor oder 
nach der Anbindung der redoxaktiven Substanz an das Oligonukleotid bzw. vor oder 
nach Anbinden des mit einer reaktiven Gruppe versehenen Spacers zur Bindung der 
redoxaktiven Substanz erfolgen. Die Bindung des bereits modifizierten 
Oligonukleotids an die leitfahige Oberfiache, d. h. die Bindung an die Oberfiache 
nach der Anbindung der redoxaktiven Substanz an das Oligonukleotid bzw. nach der 
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Anbindung des mit einer reaktiven Gruppe versehenen Spacers zur Bindung der 
redoxaktiven Substanz, erfoigt ebenfalls wie unter a) bis c) (Abschnitt "Bindung 
eines Oligonukleotids an die leitfahige Oberfiache") beschrieben. 

Bei der Herstellung der Test-Sites muft bei der Anbindung der Einzelstrang- 
Oligonukleotide an die Oberfiache darauf geachtet werden, daft zwischen den 
einzelnen Oligonukleotiden ein genugend grofter Abstand verbleibt, um den fur eine 
Hybridisierung mit dem Target-Oligonukleotid notigen Freiraum zur Verfugung zu 
stellen. Dazu bieten sich unter anderem zwei verschiedene Vorgehensweisen an: 

1. ) Herstellung einer modifizierten Trageroberflache durch Anbindung eines 
hybridisierten Oligonukleotids, also eine Trageroberflachen-Derivatisierung mit 
hybridisiertem Sonden-OIigonukleotid start mit Einzelstrang-Sonden-Oligonukleotid. 
Der zur Hybridisierung verwendete Oligonukleotidstrang ist unmodifiziert (die 
Oberfiachenanbindung wird durchgefuhrt wie unter a) - c) im Abschnitt "Bindung 
eines Oligonukleotids an die leitfahige Oberfiache" beschrieben). Anschlieftend wird 
der hybridisierte Oligonukleotid-Doppelstrang thermischer dehybridisiert, wodurch 
eine Einzelstrang-Oligonukleotid modifizierte Trageroberflache mit grofterem 
Abstand zwischen den Proboligonukleotiden hergestellt wird. 

2. ) Herstellung einer modifizierten Trageroberflache durch Anbindung eines 
Einzelstrang- oder Doppelstrang-Oligonukleotids, wobei wahrend der 
Trageroberflachen-Derivatisierung ein geeigneter monofunktionaler Linker zugesetzt 
wird, der neben dem Einzelstrang- oder Doppelstrang-Oligonukleotid auch an die 
Oberfiache gebunden wird (die Oberfiachenanbindung wird durchgefuhrt wie unter a) 
- c) im Abschnitt "Bindung eines Oligonukleotids an die leitfahige Oberfiache" 
beschrieben). Erfindungsgemaft hat der monofunktionale Linker eine Ketteniange, 
die der Ketteniange des Spacers zwischen Trageroberflache und Oligonukleotid 
identisch ist oder um maximal acht Kettenatome abweicht. Bei der Verwendung von 
Doppelstrang-Oligonukleotid zur Trageroberfiachen-Derivatisierung wird nach der 
Anbindung des Doppelstrang-Oligonukleotids und des Linkers an die 
Trageroberflache der hybridisierte Oligonukleotid-Doppelstrang thermischer 
dehybridisiert, wie oben unter 1.) beschrieben. Durch die gleichzeitige Anbindung 
eines Linkers an die Oberfiache wird der Abstand zwischen den ebenfalls an die 
Oberfiache gebundenen Einzel- oder Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomeren 
vergrfiftert. Im Falls der Verwendung von Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomer wird 
dieser Effekt durch die anschlieftende thermische Dehybridisierung noch verstarkt. 
Verfahren zur elektrochemischen Detektion von Nuklelnsaureoligomerhybriden 



JSOOCID: <WO__0031101A1 J_> 



WO 00/31101 



_ PCT/EP99/08888 



Vorteilhafterweise werden gemaii dem Verfahren zur elektrochemischen Detektion 
mehrere Sonden-Oligonukleotide unterschiedlicher Sequenz, idealerweise alle 
nfitigen Kombinationen des Nukleinsaure-Oligomers, auf einem Oligomer- oder 
DNA-Chip aufgebracht, urn die Sequenz eines beliebigen Target-Oligomers oder 
einer (fragmentierten) Target-DNA sicher zu detektieren bzw. urn Mutationen im 
Target aufzuspuren und sequenzspezifisch nachzuweisen. Dazu werden auf einer 
leitfahigen Trageroberfiache die Trageroberflachenatome oder -molekule eines 
definierten Bereichs (einer Test-Site) mit DNA-/RNA-/PNA-Oligonukleotiden 
bekannter, aber beliebiger Sequenz, wie oben beschrieben, verknupft. In einer 
allgemeinsten Ausfuhrungsform kann aber der DNA-Chip auch mit einem einzigen 
Sonden-Oligonukleotid derivatisiert werden. Als Sonden-Oligonukleotide werden 
Nukleinsaure-Oligomere (DNA-, RNA- oder PNA-Fragmente) der BasenlSnge 3 bis 
50, bevorzugt der Lange 5 bis 30, besonders bevorzugt der Lange 7 bis 25 
verwendet. Erfindungsgemafi wird an die Sonden-Oligonukleotide entweder vor oder 
nach deren Bindung an die leitfahige Oberflache eine redoxaktive Substanz 
gebunden. 

Erfolgt die Modifikation der Sonden-Oligonukleotide vor der Bindung an die leitfahige 
Oberflache, so werden die bereits modifizierten Sonden-Oligonukleotide wie oben 
beschrieben an die leitfahige Oberflache gebunden. Alternativ werden die nicht 
modifizierten, an die leitfahige Oberflache gebundenen Sonden-Oligonukleotide am 
zweiten, freien Ende der Oligonukleotidkette direkt oder indirekt uber einen Spacer 
mit einer redoxaktive Substanz modifiziert. 

In beiden Fallen entsteht ein Oberfiachen-Hybrid der allgemeinen Struktur Elek- 
Spacer-ss-oligo-Spacer-Redox (Figur 3). Die elektrische Kommunikation zwischen 
der (leitfahigen) Trageroberfiache und dem uber ein Einzelstrang-Oligonukleotid 
verbriickten redoxaktiven Substanz ("Redox") in der allgemeinen Struktur Elek- 
Spacer-ss-oligo-Spacer-Redox ist schwach oder gar nicht vorhanden. Die 
Verbruckungen kSnnen natiirlich auch ohne Spacer oder mit nur einem Spacer 
(Elek-ss-oligo-Spacer-Redox bzw Elek-Spacer-ss-oligo-Redox) durchgefuhrt werden. 

In einem nachsten Schritt werden die Test-Sites mit der zu untersuchenden 
Oligonukleotid-L6sung (Target) in Kontakt gebracht. Dabei kommt es nur in dem Fall 
zur Hybridisierung, in dem die L6sung Oligonukleotid-StrSnge enthait, die zu den an 
die leitfahige Oberflache gebundenen Sonden-Oligonukleotiden komplementar, oder 
zumindest in weiten Bereichen komplementar sind. Im Falle der Hybridisierung 
zwischen Sonden- und Target-Oligonukleotid kommt es zu einer verstarkten 
Leitfahigkeit zwischen der Trageroberfiache und der redoxaktiven Substanz, da 
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diese nunmehr iiber das aus einem Doppelstrang bestehende Oligonukleotid 
verbruckt sind (in Figur 3 an einem Beispiel der Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Redox 
schematisch gezeigt^ 

Durch die Veranderung der elektrischen Kommunikation zwischen der (leitfahigen) 
Trageroberfiache und der redoxaktiven Substanz aufgrund der Hybridisierung von 
Sonden-Oligonukleotid und dem dazu komplementaren Oligonukleotid-Strang 
(Target) kann somit ein sequenzspezifisches Hybridisierungsereignis durch 
elektrochemische Verfahren wie z. B. Cyclovoltametrie, Amperometrie oder 
LeitfShigkeitsmessungen detektiert werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird 
eine redoxaktive Substanz verwendet, die Bereiche mit einem uberwiegend 
planaren, in einer Ebene ausgedehnten p-n-Orbital-System aufweist, wie z. B. das 
PQQ des Beispiels 1 (vgl. Figur 3), oder die Chinone der Formel 5 oder 7-12 oder 
die porphinoiden Strukturen der Formeln 1 - 4, die Pyridin-Nukleotide der 
allgemeinen Formel 6 sowie Derivate dieser redoxaktiven Substanzen. In diesem 
Fall wird der Spacer zwischen Nukleinsaure-Oligomer und der redoxaktiven 
Substanz so gewahlt, dad sich die Ebene der u-Orbitale der redoxaktiven Substanz 
parallel zu den p-7t-Orbitalen des an die redoxaktive Substanz angrenzenden 
Basenpaars des mit Komplimentarstrang hybridisierten Nukleinsaure-Oligomers 
anordnen kann. Diese raumliche Anordnung von redoxaktiver Substanz mit teilweise 
planarem in einer Ebene ausgedehnten p-n-Orbitalen erweist sich fur die elektrische 
Leitfahigkeit der Doppelstrang-Nukleinsaure-Oligomere als besonders gQnstig. 

Bei der Cyclovoltametrie wird das Potential einer stationaren Arbeitselektrode zeitabhangig 
linear verandert. Ausgehend von einem Potential bei dem keine Elektrooxidation oder - 
reduktion stattfindet, wird das Potential solange verandert bis die redoxaktive Substanz 
oxidiert oder reduziert wird (also Strom flielSt). Nach Durchlaufen des Oxidations- bzw. 
Reduktionsvorgangs, der in der Strom/Spannungskurve einen zunachst ansteigenden 
Strom, einen Maximalstrom (Peak) und dann einen allmahlich abfallenden Strom erzeugt. 
wird die Richtung des Potentialvorschubs umgekehrt. Im Rticklauf wird dann das Vorhalten 
der Produkte der Elektrooxidation oder -reduktion aufgezeichnet. 

Eine alternative elektrische Detektionsmethode, die Amperometrie, wird dadurch 
ermoglicht, daft die redoxaktive Substanz durch Anlegen eines geeigneten, konstant 
gehaltenen Elektrodenpotentials zwar elektrooxidiert (elektroreduziert) wird, die 
Rereduktion (Reoxidation) der redoxaktiven Substanz in den ursprunglichen Zustand 
aber nicht durch Anderung des Elektrodenpotentials erreicht wird, wie in der 
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Cyclovoltametrie, sondern durch ein der Targetldsung zugesetztes geeignetes 
Reduktionsmittel (Oxidationsmittel), wodurch der Stromkreis des Gesamtsystems 
geschlossen wird. Solange Reduktionsmittel (Oxidationsmittel) vorhanden ist bzw. 
solange verbrauchtes Reduktionsmittel (Oxidationsmittel) an der Gegenelektrode 
rereduziert (reoxidiert) wird, fliefit Strom, der amperometrisch detektiert werden kann 
und der proportional zur Zahl der Hybridisierungsereignisse ist. 



Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Die Erfindung soil nachfolgend anhand eines Ausfuhrungsbeispiels im 
Zusammenhang mit den Zeichnungen naher erlautert werden. Es zeigen 

Fig. 1 Schematische Darstellung des Sanger-Verfahrens der Oligonukleotid- 

Sequenzierung; 

Fig. 2 Schematische Darstellung der Oligonukleotid-Sequenzierung durch 
Hybridisierung auf einem Chip; 

Fig. 3 Schematische Darstellung des Oberflachen-Hybrids der allgemeinen 
Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Redox mit einem 12 Bp Sonden- 
Oligonukleotid der exemplarischen Sequenz S'-TAGTCGGAAGCA-S' 
(links) und Au-S-ss-oligo-PQQ im hybridisierten Zustand als 
AusfOhrungsbeispiel einer Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Redox, wobei 
nur ein Teil des Sonden-Oligonukleotids mit hybridisierten 
Komplementarstrang gezeigt ist (rechts) und die Anbindung des 
Oligonukleotids an die Oberfiache uber einen -S-CH 2 CH 2 - Spacer sowie 
die Anbindung der redoxaktiven Substanz PQQ uber den Spacer -CH 2 - 
CH=CH-CO-NH-CH 2 -CH 2 -NH- erfolgte; 

Fig. 4 Cyclovoltagramm einer Test-Site aus Au-S-ss-oligo-PQQ (gepunktet) 

im Vergleich zu einer identischen Test-Site mit vollstandig 
hybridisiertem Target (Au-S-ds-oligo-PQQ, durchgezogene Linie); 

Fig. 5 Cyclovoltagramm einer Test-Site mit vollstandig hybridisiertem Target 
(Au-S-ds-oligo-PQQ) (durchgezogene Linie) im Vergleich zu einer Test- 
Site mit hybridisiertem Target, das 2 Basenpaar Mismatches aufweist 
(Au-S-ds-oligo-PQQ mit 2 Bp Mismatches, gestrichelt). 
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Wege zur Ausfiihrung der Erfindung 

Eine exemplarische Test-Site mit hybridisiertem Target (Au-S-ds-oligo-PQQ) der 
allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-Redox ist in Figur 3 dargestellt. In 
dem Beispiel der Figur 3 ist die Trageroberfiache eine Gold-Elektrode. Die 
Verbindung zwischen Gold-Elektrode und Sonden-Oligonukleotid wurde mit dem 
Linker (HO-(CH 2 ) 2 -S) 2 aufgebaut, der mit der endstandigen Phosphatgruppe am 3' Ende 
zu P-0-(CH 2 ) 2 -S-S-(CH 2 ) 2 -OH verestert wurde und nach homolytischer Spaltung der S-S 
Bindung an der Gold-Oberflache je eine Au-S Bindung bewirkte, womit 2-Hydroxy- 
mercaptoethanol und Mercaptoethanol-verbrucktes Oligonukleotid auf der Oberflache 
koadsorbiert wurde. Die redoxaktive Substanz im Beispiel der Figur 3 ist 
tricarboxylisches Pyrrolo-Chinolin-Chinon (PQQ), wobei eine der drei 
CarbonsSurefunktionen des PQQ (im Beispiel die C-7-C0 2 H-Funktion) zur 
kovalenten Anbindung des PQQ an das Sonden-Oligonukleotid verwendet wurde 
(Amidbildung unter Wasserabspaltung mit der terminalen Aminofunktion des an die 
C-5-Position des S'-Thymins angebundenen -CH=CH-CO-NH-CH 2 -CH 2 -NH 2 Spacers). 
Sowohl freies, unmodifiziertes PQQ als auch uber einen kurzen Spacer der 
Ketteniange 1-6, wie z. B. -S^CH^-NH-, oder Qber (modifiziertes) Doppelstrang- 
Oligonukleotid mit der TrSgeroberflache verbrucktes PQQ wird, z. B. in HEPES 
Puffer mit 0.7 molarem Zusatz von TEATFB (siehe Abkurzungen), im Potentialbereich 
0,7 V > (p > 0,0 V, gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode, selektiv reduziert 
und reoxidiert. 

Die elektrische Kommunikation zwischen der (leitfahigen) TrSgeroberfiache und dem 
Qber Einzelstrang-Oligonukleotid verbruckten Redoxpaar in der allgemeinen Struktur 
Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-Redox ist schwach oder gar nicht vorhanden. Fur die 
exemplarische Test-Site Au-S-ss-oligo-PQQ (mit 12-Bp Sonden-Oligonukleotiden) ist 
dies anhand der Cyclovoltametrie (Figur 4) gezeigt. Ohne an eine theoretische 
Beschreibung gebunden sein zu woilen, wird angenommen, dafl die negativen 
Ladungen des Phosphatgerusts eine gegenseitig Abstoliung der Oligonukleotid- 
Einzelstrange bedingen und so einen Aufbau der -Spacer-ds-oligo-Spacer-Redox 
Kette (in Richtung Helixachse) unter einem Winkel 4> < 70 0 zur Normalen der 
Trageroberflache („stehende Rehren") erzwingen. Die (hybridisierte) Test-Site Au-S- 
ds-oligo-PQQ der Figur 3 weist einen Aufbau mit <j> = 30 0 auf. Aufgrund der LSnge 
der -Spacer-ds-oligo-Spacer-Redox Kette (z. B. ca. 40 A LSnge eines 12-Basenpaar- 
Oligonukleotids; die Spacer und das angebundene PQQ sind rund 10 A lang) 
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entsteht bei $ < 70 0 zwischen Trageroberflache und redoxaktiver Substanz ein 
Abstand von > 17 A. Dadurch kann ein direkter Elektron- oder Lochtransfer zwischen 
Trageroberflache und redoxaktiver Substanz ausgeschlossen werden. Durch 
Behandlung der Test-Site(s) mit einer zu untersuchenden Oligonukleotid-Ldsung, 
kommt es, im Falle der Hybridisierung zwischen Sonde und Target zu einer 
verstarkten Leitfahigkeit zwischen der Trageroberflache und dem uber das 
Doppelstrang-Oligonukleotid verbruckten Redoxpaar. Die Anderung der Leitfahigkeit 
aufiert sich cyclovoltammetrisch in einem deutlichen Stromfluli zwischen 
Trageroberflache und redoxaktiver Substanz (Figur 4). Damit ist es moglich, die 
sequenzspezifische Hybridisierung des Targets mit den Sonden-Oligonukleotiden 
durch elektrochemische Verfahren wie z. B. cyclische Voltametrie zu detektieren. 

Daneben konnen fehlerhafte Basenpaarungen (Basenpaar Mismatches) durch eine 
geanderte cyclovoltammetrische Charakteristik erkannt werden (Figur 5). Ein 
Mismatch auftert sich in einem grofteren Potentialabstand zwischen den 
Strommaxima der Elektoreduktion und der Elektroreoxidation (Umkehrung der 
E!ek*rr.rsduktion bei umgekehrter Potentialvorschubrichtung) bzw. der 
Elertrooxidation und Elektrorereduktion in einem cyclovoltammetrisch reversiblen 
Elekironenubertragungsprozess zwischen der elektrisch leitenden Trageroberflache 
und der redoxaktiven Substanz. Dieser Umstand wirkt sich vor allem in der 
amperometrischen Detektion gunstig aus, da dort der Strom bei einem Potential 
getestet werden kann, bei dem zwar das perfekt hybridisierende Oligonukleotid-Target 
signifikant Strom liefert, nicht aber das fehlerhaft gepaarte Oligonukleotid-Target. Im 
Beispiel der Figur 5 ist dies bei einem Potential E-E 0 von ca. 0,03 V moglich. 

Beispiel 1: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S-ds-oligo-PQQ. Die 
Herstellung von Au-S-ds-oligo-PQQ giiedert sich in 4 Teilabschnitte, namlich 
Darstellung der Trageroberflache, Hybridisierung des Sonden-Oligonukleotids mit 
dem komplementaren Doppelstrang (Hybridisierungsschritt), Derivatisierung der 
Trageroberflache mit dem Doppelstrang-Oligonukleotid (Inkubationsschritt) und 
Anbindung der redoxaktiven Substanz (Redoxschritt). 

Das Tragermaterial fur die kovalente Anbindung der Doppelstrang-Oligonukleotide 
bildet ein ca. 100nm dilnner Gold-Film auf Mica (Muskovit Piattchen). Dazu wurde in 
einer elektrischen Entladungskammer frisch gespaltenes Mica mit einem Argon- 
lonenplasma gereinigt und durch elektrische Entladung Gold (99.99%) in einer 
Schichtdicke von ca. 100nm aufgebracht. Anschlieliend wurde der Gold-Film mit 30 
% H 2 0 2 , / 70 % H 2 S0 4 von Oberfiachenverunreinigungen befreit (Oxidation 
organischer Ablagerungen) und fur ca. 20 Minuten in Ethanol getaucht, urn an der 
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Oberfiache adsorbierten Sauerstoff zu verdrangen. Nach Abspulen der 
Trageroberflache mit bidestilliertem Wasser wird auf die horizontal gelagerte 
Trageroberflache eine vorher bereitete 1 x 10" 4 molare Losung des (modifizierten) 
Doppelstrang-Oligonukleotids aufgetragen, so dali die komplette Trageroberflache 
benetzt wird (Inkubationsschritt, siehe auch unten). 

Zur Bereitung der ds-Oiigonukleotid Losung wurde ein doppelt modifiziertes 12 Bp 
Einzelstrang-Oligonukleotid der Sequenz 5'-TAGTCGGAAGCA-3* verwendet, das an 
der Phosphatgruppe des 3' Endes mit (HO-(CH 2 ) 2 -S) 2 zum P-O-CCH^-S-S-CCH^-OH 
verestert ist. Am 5'-Ende ist die endstandige Base des Oligonukleotids, Thymin, am C-5 
Kohlenstoff mit -CH=CH-CO-NH-CH2-CH 2 -NH 2 modifiziert. Eine 2 x 10" 4 molare 
Losung dieses Oligonukleotids im Hybn'disierungspuffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 
7.5 mit 0.7 molarem Zusatz von TEATFB, siehe Abkurzungen) wurde mit einer 2 x 10' 4 
molaren Losung des (unmodifizierten) komplementaren Strang im 
Hybridisierungspuffer bei Raumtemperatur fOr ca. 2h hybridisiert 
(Hybridisierungsschritt). Wahrend einer Reaktionszeit von ca. 12-24h wurde der 
Disulfidspacer P-O-tCH^-S-S-fCH^-OH des Oligonukleotids homolytisch gespaltes . 
Dabei bildet der Spacer mit den Au-Atomen der Oberflache eine kovalente Au-S 
Bindung aus, wodurch es zu einer 1:1 Koadsorption des ds-Oligonukleotids und des 
2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt (Inkubationsschritt). 

Die so mit einer dichten (1:1) Monolayer aus ds-Oligonukleotid und 2-Hydroxy- 
mercaptoethanol modifizierte Goldelektrode wurde mit bidestilliertem Wasser 
gewaschen und anschlieftend mit einer Losung von 3x1 0" 3 molarem Chinon PQQ, 
10" 2 molarem EDO und 10" 2 molarem sulfo-NHS in HEPES Puffer benetzt. Nach einer 
Reaktionszeit von ca. 1h bindet der -CH=CH-CO-NH-CH 2 -CH 2 -NH 2 Spacer das PQQ 
kovalent an (Amidbildung zwischen der Aminogruppe des Spacers und einer 
Saurefunktion des PQQ, Redoxschritt). 

Die Aufklarung der Oberflachenbeschaffenheit mit XPS (X-Ray Photoelektronen- 
spektroskopie) ergab eine maximal dicht gepackte Monolayer aus 1:1 
koadsorbiertem ds-Oligonukleotid und 2-Hydroxy-mercaptoethanol (4.7 x 10 12 ds- 
Oligonukleotide/cm 2 ), wobei die lange Achse (Richtung der Helixachse) der ds- 
Oligonukleotide mit der Fiachennormalen der Goldoberfiache einen Winkel von <|> « 
30 0 bildet. 

Beispiel 2: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S-ss-oligo-PQQ. Analog zur 
Darstellung des Systems Au-S-ds-oligo-PQQ wird die Trageroberfiache mit 
modifiziertem Einzelstrang-Oligonukleotid derivatisiert, wobei lediglich auf die 
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Hybridisierung des modifizierten Oligonukleotids der Sequenz 5'-TAGTCGGAAGCA- 
3' mit seinem komplementaren Strang verzichtet wurde und im Inkubationsschritt nur 
das doppelt modifizierte 12 Bp Einzelstrang-Sonden-Oligonukleotid (siehe Beispiel 1) 
als 1 x 1CT molare Losung in Wasser und in Gegenwart von 10" 2 molarem Tris, 10' 3 
molarem EDTA und 0.7 molarem TEATFB (oder 1 molarem NaCI) bei pH 7.5 verwendet 
wurde. Der Redoxschritt wurde, wie in Beispiel 1 angegeben, durchgefuhrt. 

Beispiel 3: Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S-ds-oligo-PQQ mit 2-Bp- 
Mismatches. Die Herstellung einer Trageroberflache derivatisiert mit modifiziertem 
Doppelstrang-Oligonukleotid wurde analog zur Darstellung des Systems Au-S-ds- 
oligo-PQQ durchgefuhrt, wobei lediglich bei der Hybridisierung des modifizierten 
Oligonukleotids der Sequenz 5'-TAGTCGGAAGCA-3' ein komplementarer Strang 
verwendet wurde (Sequenz: 5"-ATCAG>47TTCGT-3'), bei dem die eigentlich 
komplementaren Basen Nr. 6 und 7 (vom 5'-Ende gezahlt) von C nach A bzw. von C 
nach fmodifiziert wurden, urn so zwei Basenpaar Mismatches einzufuhren. 



Beispiel 4: Herstellung einer Oligonukleotid-Elektrode Au-S-ss-oligo-PQQ mit 
erhohtem Inter-Oligonukleotid-Abstand. Bei der Herstellung der Test-Sites muft bei 
der Derivatisierung der Trageroberflache mit Einzelstrang-Sonden-Oligonukleotid 
darauf geachtet werden, daft zwischen den angebundenen EinzelstrSngen 
genugend Platz verbleibt, urn eine Hybridisierung mit dem Target-Oligonukleotid zu 
ermoglichen. Dazu bieten sich drei verschiedene Vorgehensweisen an: (a) 
Herstellung einer Au-S-ds-oligo-PQQ Elektrode wie in Beispiel 1 beschrieben mit 
anschlieliender thermischer Dehybridisierung der DoppelstrSnge bei Temperaturen 
von T > 40 °C. (b) Herstellung einer Au-ss-oligo-PQQ Elektrode wie unter Beispiel 2 
beschrieben, aber im Inkubationsschritt zur Derivatisierung der Goldoberfiache mit 
(doppelt derivatisiertem) Einzelstrang-Oligonukleotid wird 2-Hydroxy- 
mercaptoethanol oder ein anderer Thiol- Oder Disulfid-Linker geeigneter Kettenlange 
10 5 bis 10 1 molar zugesetzt Qe nach gewiinschtem Inter-Oligonukleotid-Abstand), 
das gemeinsam mit dem Einzelstrang Oligonukleotid an die Goldoberfiache 
koadsorbiert. (c) Herstellung einer Au-ss-oligo-PQQ Elektrode wie unter Beispiel 2 
beschrieben, aber unter Weglassen des 0.7 molaren Zusatzes an Elektrolyten (im 
Beispiel TEATFB) im Inkubationsschritt zur Derivatisierung der Goldoberfiache mit 
(doppelt derivatisiertem) Einzelstrang-Oligonukleotid. Die Phosphatgruppen und 
Basen-Sickstoffatome des Oligonukleotids sind durch die Abwesenheit des Salzes 
elektrostatisch nicht abgeschirmt und wechselwirken stark mit der Goldoberfiache. 
Dadurch kommt es zu einer flachen Anlagerung der Oligonukleotide auf der 
Elektrodenoberfiache (<(> > 60 °) und es werden pro Fiacheneinheit deutlich weniger 
Oligonukleotide gebunden. Anschlieftend konnen die Oligonukleotide wieder in die 
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gewunschte Position gebracht werden, indem in einem 2. Inkubationsschritt (vor 
Oder nach Anbringen des PQQ) 2-Hydroxy-mercaptoethanol oder ein anderer Thiol- 
oder Disulfid-Linker geeigneter Kettenlange kovalent an die noch freien Oberflachen- 
Goldatome angebunden wird. Dazu wird die weniger dicht mit Einzelstrang- 
Oligonukleotid belegte Elektrode vor Oder nach Modifikation mit PQQ (Au-S-ss-oligo 
bzw. Au-S-ss-oligo-PQQ) mit einer ca. 5x10" 2 molaren Losung des 2-Hydroxy- 
mercaptoethanols oder eines andereren Thiol- oder Disulfid-Linkers geeigneter 
Kettenlange in Ethanol oder HEPES Puffer (bzw. einem Gemisch daraus, abhangig 
von der Ldslichkeit des Thiols) benetzt und 2-24h inkubiert. 

Beisplel 5: Durchfiihrung der cyclovoltammetrischen Messungen. Die 
cyclovoltammetrischen Messungen wurden mit einem Computer-kontrolliertem 
Bipotentiostaten (CH Instruments, Model 832) bei Raumtemperatur in einer Standard 
Zelle mit 3-Elektroden-Anordung vermessen. Die modifizierte Goldelektrode wurde 
als Arbeitselektrode verwendet, als Hilfselektrode (Gegenelektrode) diente ein 
Platindraht und als Referenzelektrode zur Potentialbestimmung wurde eine Ober eine 
Luggin Kapillare vom Probenraum abgetrennte Ag/AgCI-Elektrode mit interner 
gesattigter KCI Losung verwendet. Als Elektrolyt diente 0.7 molares TEATFB oder 1 
molares NaCI. Ein Cyclovaltagramm der Au-S-ds-oligo-PQQ Elektrode im Vergleich 
zu einer Au-S-ss-oligo-PQQ Elektrode ist in Figur 4 gezeigt, die Auswirkung der 2 Bp 
Mismatches auf das Cyclovoltagramm der Au-S-ds-oligo-PQQ Elektrode ist in 
Abbildung 5 dargestellt. Die Potentiale sind jeweils als E-E 0 , also relativ zum 
Halbstufenpotential angegeben. 

Aus Figur 4 ist ein deutlich erhohter StromflulJ bei Vorliegen eines Doppelstrang- 
Oligonukleotids gegenQber der nicht hybridisierten Form zu erkennen. Dadurch 
konnen sequenzspezifische Hybridisierungsereignisse detektiert werden. Aus Figur 5 
wird deutlich, daft bei Hybridisierung mit einem Target-Oligonukleotid-Strang, der 2 
Basenpaar-Mismatches aufweist zum einen ein geringerer Strom flieftt, zum anderen 
die Differenz der Strommaxima vergrSftert wird. 
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Patentanspruche 

Durch Anbindung einer redoxaktiven Substanz modifiziertes Nukleinsaure- 
Oligomer, dadurch gekennzeichnet, dafi die redoxaktive Substanz bei einem 
Potential q> selektiv oxidierbar und reduzierbar ist, wobei cp der Bedingung 2,0 V 
> (p > - 2,0 V, gemessen gegen Normalwasserstoffelektrode, genugt. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 1, wobei als redoxaktive 
Substanz ein Farbstoff verwendet wird, insbesondere ein Flavin-Derivat, ein 
Porphyrin-Derivat, ein Chlorophyl-Derivat oder ein Bakteriochlorophyl-Derivat. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 1, wobei als redoxaktive 
Substanz ein Chinon, insbeso.idere ein Pyrrolo-Chinolin-Chinon (PQQ), ein 
1,4-Benzochinon, ein 1,2-Naphtochinon, ein 1 ,4-Naphtochinon oder ein 9,10- 
Anthrachinon verwendet wird. 



Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden 
AnsprQche, wobei die redoxaktive Substanz kovalent alternativ an eine der 
PhosphorsSure-, CarbonsSure- oder Amin-Einheiten, an eine der Zucker- 
Einheiten oder an eine der Basen des Nukleinsaure-Oligomers angebunden ist, 
insbesondere an eine enstandige Einheit des Nukleinsaure-Oligomers. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der AnsprQche 1 bis 3, wobei 
die redoxaktive Substanz kovalent an einen verzweigten oder unverzweigten 
Molekulteil beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange angebunden ist und 
der verzweigte oder unverzweigte Molekulteil alternativ an eine der 
PhosphorsSure-, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, an eine der Zucker- 
Einheiten oder an eine der Basen des Nukleinsaure-Oligomers angebunden ist, 
insbesondere an eine enstandige Einheit des Nukleinsaure-Oligomers. 

Modifiziertes Nukleinsau:e-0:;gomer nach Anspruch 5, wobei die redoxaktive 
Substanz kovalent an einen verzweigten oder unverzweigten Molekulteil 
angebunden ist, dessen kurzeste durchgehende Verbindung zwischen den 
verbundenen Strukturen 1 bis 14 Atome umfaftt. 

Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden 
Ansprtiche, wobei das modifizierte Nukleinsaure-Oligomer sequenzspezifisch 
Einzelstrang-DNA, RNA und/oder PNA binden kann. 
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8. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 7, wobei das modifizierte 
Nukleinsaure-Oligomer ein Desoxyribonukleinsaure-, Ribonukleinsaure-, ein 
Peptidnukleinsaure-Oligomer oder ein Nukleinsaure-Oligomer mit strukturell 
analogem Ruckgrat ist. 

9. Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers gemaft 
den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da(i die redoxaktive Substanz 
an ein Nukleinsaure-Oligomer gebunden wird, wobei die Anbindung an eine 
Phosphorsaure- oder Carbonsaure-Gruppe des Nukleinsaure-Oligomers durch 
Amidbildung mit (primaren oder sekundaren) einer Aminogruppe der redoxaktiven 
Substanz, durch Esterbildung mit einer (primaren, sekundaren oder tertiaren) 
Alkohol-Gruppe der redoxaktiven Substanz, oder durch Thioesterbildung mit 
einer (primaren, sekundaren oder tertiaren) Thio-Alkohol-Gruppe der 
redoxaktiven Substanz bzw. durch Kondensation einer Amin-Gruppe des 
Nukleinsaure-Oligomers mit einer Aldehyd-Gruppe der redoxaktiven Substanz 
erfolgt. 

10. Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers gemafi 
den Anspruchen 5 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dad die redoxaktive 
Substanz an einen verzweigten oder unverzweigten Molekulteil beliebiger 
Zusammensetzung und Ketteniange kovalent angebunden wird, wobei die 
Anbindung an eine Phosphorsaure- oder Carbonsaure-Gruppe des verzweigten 
oder unverzweigten MolekQIteils durch Amidbildung mit (primaren oder 
sekundaren) einer Aminogruppe der redoxaktiven Substanz, durch Esterbildung 
mit einer (primaren, sekundaren oder tertiaren) Alkohol-Gruppe der 
redoxaktiven Substanz, oder durch Thioesterbildung mit einer (primaren, 
sekundaren oder tertiaren) Thio-Alkohol-Gruppe der redoxaktiven Substanz 
bzw. durch Kondensation einer Amin-Gruppe des verzweigten oder 
unverzweigten MolekQIteils mit einer Aldehyd-Gruppe der redoxaktiven 
Substanz erfolgt. 

11. Modifizierte leitfahige Oberfiache, dadurch gekennzeichnet, dali eine oder 
mehrere Alien von modifizierten Nukleinsaure-Oligomeren gemafi den 
Anspruchen 1 bis 8 an eine leitfahige Oberfiache angebunden sind. 

12. Modifizierte leitfahige Oberfiache nach Anspruch 11, wobei die Oberfiache aus 
einem Metall oder einer Metallegierung besteht, insbesondere einem Metail 
ausgewahlt aus der Gruppe Platin, Palladium, Gold, Cadmium, Quecksilber, 
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Nickel, Zink, Kohlenstoff, Silber, Kupfer, Eisen, Blei, Aluminium, Mangan und 
deren Mischungen. 

13. Modifizierte leitfahige Oberfiache nach Anspruch 11, wobei die Oberfiache aus 
einem Halbleiter besteht, insbesondere einem Halbleiter ausgewahlt aus der 
Gruppe Kohlenstoff, Silizium, Germanium und a-Zinn. 

14. Modifizierte leitfahige Oberfiache nach Anspruch 11, wobei die Oberfiache aus 
einer binaren Verbindung der Elemente der Gruppen 14 und 16, einer binaren 
Verbindung der Elemente der Gruppen 13 und 15, einer binaren Verbindung 
der Elemente der Gruppen 15 und 16, oder einer binaren Verbindung der 
Elemente der Gruppen 11 und 17 besteht, insbesondere aus einem Cu(l)- 
Halogenid oder einem Ag(l)-Halogenid. 

15. Modifizierte leitfahige Oberfiache nach Anspruch 11, wobei die Oberfiache aus 
einer ternaren Verbindung der Elemente der Gruppen 11, 13 und 16 oder einer 
ternaren Verbindung. Elemente der Gruppen 12, 13 und 16 besteht. 

16. Modifizierte leitfahige Oberfiache nach den Anspruchen 11 bis 15, wobei die 
modifizierten Nukleinsaure-Oligomere an die leitfahige Oberfiache kovalent 
oderdurch Physisorption angebunden sind. 

17. Modifizierte leitfahige Oberfiache nach Anspruch 16, wobei alternativ eine der 
Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, eine der Zucker-Einheiten 
oder eine der Basen des Nukleinsaure-Oligomers kovalent oder durch 
Physisorption an die leitfahige Oberfiache angebunden ist, insbesondere eine 
enstandige Einheit des Nukleinsaure-Oligomers. 

18. Modifizierte leitfahige Oberfiache nach einem der Anspruche 11 bis 15, wobei 
an die leitfahige Oberfiache verzweigte oder unverzweigte Molekulteile 
beliebiger Zusammensetzung und Ketteniange kovalent oder durch 
Physisorption angebunden sind und die modifizierten Nukleinsaure-Oligomere 
kovalent an diese Molekulteile angebunden sind. 

19. Modifizierte leitfahige Oberfiache nach Anspruch 18, wobei das verzweigte oder 
unverzweigte Molekulteil eine kurzeste durchgehende Verbindung zwischen 
den verbundenen Strukturen von 1 bis 14 Atome umfafct. 
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20. Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Anspruchen 18 und 19, wobei der 
verzweigte oder unverzweigte Molekulteil alternativ an eine der Phosphorsaure- 
, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, an eine der Zucker-Einheiten oder an eine 
der Basen des Nukleinsaure-Oligomers kovalent gebunden ist, insbesondere 
an eine enstandige Einheit des Nukleinsaure-Oligomers. 

21. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den 
Anspruchen 11 bis 20, wobei ein oder mehrere Arten von modifizierten 
Nukleinsaure-Oligomeren gemafi den Anspruchen 1 bis 8 auf eine leitfahige 
Oberflache aufgebracht werden. 

22. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den 
Anspruchen 11 bis 20, wobei eine oder mehrere Arten von Nukleinsaure- 
Oligomeren auf eine leitfahige Oberflache gebunden werden und ausschiieGJich 
die an die leitfahige Oberflache gebundenen Nukleinsaure-Oligornere durch 
Anbindung einer redoxaktiven Substanz an die Nukleinsaure-Oligornere 
modifiziert werden. 

23. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach 
Anspruch 22, wobei die Anbindung der redoxaktiven Substanz an das 
Nukleinsaure-Oligomer durch Reaktion der redoxaktiven Substanz mit einer 
Phosphorsaure-Einheit, einer Zucker-Einheit oder einer der Basen des 
Nukleinsaure-Oligomers erfolgt, insbesondere durch Reaktion mit einer 
enstandigen Einheit des Nukleinsaure-Oligomers. 

24. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach 
Anspruch 22, wobei die redoxaktive Substanz kovalent an einen verzweigten 
oder unverzweigten Molekulteil beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange 
angebunden wird und der verzweigte oder unverzweigte Molekulteil alternativ 
an eine der Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Einheiten, an eine der 
Zuc'-er-Einheiten oder an eine der Basen des Nukleinsaure-Oligomers 
angebunden wird, insbesondere an eine enstandige Einheit des Nukleinsaure- 
Oligomers. 

25. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den 
Anspruchen 21 bis 24, wobei das Nukleinsaure-Oligomer oder das modifizierte 
Nukleinsaure-Oligomer mit dem dazu komplementaren Nukleinsaure- 
Oligomerstrang hybridisiert wird und in Form des Doppelstranghybrids auf die 
leitfahige Oberflache aufgebracht wird. 
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26. Verfahren zur Herstetlung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den 
Ansprtichen 21 bis 25, wobei das Nukleinsaure-Oligomer oder das modifizierte 
Nukleinsaure-Oligomer in Gegenwart von weiteren chemischen Verbindungen, 
die ebenfalls an die leitfahige Oberflache angebunden werden, auf die 
leitfahige Oberflache aufgebracht wird. 

27. Verfahren zur elektrochemischen Detektion von Nukleinsaure-Oligomer- 
Hybridisierungsereignissen, dadurch gekennzeichnet, dafi eine leitfahige 
Oberflache, wie in den Ansprtichen 11 bis 20 definiert, mit Nukleinsaure- 
Oligomeren in Kontakt gebracht wird mit Nukleinsaure-Oligomeren in Kontakt 
gebracht werden und anschliefiend eine Detektion der elektrischen 
Kommunikation zwischen der redoxaktiven Einheit und der jeweiligen 
leitfahigen Oberflache erfolgt. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, wobei die Detektion cyclovoltametrisch, 
amperometrisch oder durch I ^Uahigkeitsmessung erfolgt. 



BNSDOCID: <WO 00311 01 A1 I > 



WO 00/31101 

Fig. 1a 



PCT/EP99/08888 



1/4 



Base 



(PMgM©OC»^CX. 



Fig. 1b 



DNA-Fragment 



Primer 



3' GAATTCGCTAATGC-- 

5-CTTAA 



DNA-Polymerase I 
dATP, dTTP, dCTP, dGTP 
Didesoxyanalogon von dATP 



3' GAATTCGCTAATGC- 

S'-CTTAAGCGATTA 
+ 

3« GAATTCGCTAATGC- 

5'-CTTAAGCGA 



Fig. 1c 



2 
'55 
c 

Q) 
C 
N 

c 

CD 
N 
C/> 

o 

Li- 




Lange des Oligonukleotids 

ERSATZBLATT (KEGEL 26) 



OOCID: <WO_0031 101A1_I_> 



WO 00/31101 



PCT/EP99/08888 



Fig. 2 



2/4 



DNA-Fragment 
5'-. . . A6TCCCTTGGCTC. . -3' 



\' * O f- < O <J t- <OU»> < 6 u V 

< t» a 4 * u *- < o w v- < o w ^ 

V «fl o you*- < e o h o o v 

f<$UM < O U »- <ouw < O U V 



4 iM U t- < O U Y- 

*t a a t- ^ou h 

< U C> J- < tt W »- 

•< <D U fi- < O U I- 



« O U t- 
< « W H 



< O U V- 



* a u 

< 4D L> 
<Z CO CJ t 
*C & U t- 



< 13 O t- 

< o o »- 
<• ta <j #- 

< O CJ >- 



4 O O t- <I9 U V 

< O I- < O U V- 

< O U H» < O O V 

< O O t- < O O V- 
<t (3 U h •< i& O V- 

< O O V- •< O O V- 



«* *D *li ^ < O U 

4ZJ <T 0) LJ fi- < O O f- 

< «3 a /- < uj u >- 

<" CD <_/ A- < Cfl CJ f- 

S $ 2 2 *§ s ss 

CJ CJ CJ CJ U CJ CJ CJ 

CJ CJ CJ CJ CJ CJ CJ CJ 

O ID O O CO CO CD CO 

<<<< <<<< 

CO CO CO CO CO CO CO CO 



spezifische 
Hybridisierung 
an Oktamermatrix 



< u cj 

< O U H 

< tfl U h 



< o 

U U 

cj u 

CO CO CO 

< < < 



CJ I— 

u u 

CJ CJ 

" to 
< 



L 



CO CO CO CO 



I I I I I I I I I I I I 



< O 'Jj V- 

< O Ci v- 

< w u V 

< IS u 

S 5 5 S 

CJ CJ CJ X 
u U U 1 

a co co co 

< < < < 

CO CO CO CO 

I I I I 



77777 



Sequanzbestimmung 
durch Mustererkennung 
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MM 




3'-TCAGGGAA-5' 
3'-CAGGGAAC-5' 
3'-AGGGAACC-5' 
S'-GGGAACCG-S' 
3'-GGAACCGA-5' 
3'-GAACCGAG-5' 



Oktamer 1 
Oktamer 2 
Oktamer 3 
Oktamer 4 
Oktamer 5 
Oktamer 6 



3-TCAGGGAACCGAG-5' zusammengesetzte 

Komplementarsequenz 
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5'-...AGTCCCTTGGCTC.. 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



temational application No. 

CT/EP 99/08888 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of tint sheet) 
Tlusinternanonalsear^^ 

1. M ClaimsNos.: 2, 13 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

See supplemental sheet ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 



reasons: 



2. ClaimsNos. 

because the\ 

an extent that no meaningful international search can be ca^ed ourspr«Tical7y 



3. j^j ClaimsNos.: 

because they are dependent chums and are not drafted m accordance with the second and third sentences of Rule 6.4,^ 



Box D Observations where unity of invention is lacking (Con tinuation of item 2 of first sheet) 

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



search report covers all 



2. ^ all searchable claims cori^ 

of any additional fee. 



this Authority did not invite payment 



3. f~] As only some of the required additional search fees were timely paid bv the annlicant th^ m^.*; i 

L — 1 covers only those claims for which fees were paid, specifically cE Nos* ' intematlonaI search re P°* 



□ 

No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Inte nal application No. 

* PCi/EP 99/08888 



ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 
Field 1.2 (continued) 
Claims nos.: 2, 13 

The valid patent claims relates to a disproportionally large number of possible compounds of 
which only a small portion can be supported by the description under the terms of Article 6 of 
the PCT or can be considered disclosed in the patent application under the terms of Article 5 
of the PCT. In the case in question, the patent claims lack the corresponding support and the 
patent application lacks the corresponding disclosure to such a degree that a meaningful 
search with respect to the entire scope of protection sought seems impossible. As a result the 
search was directed towards those parts of the patent claims which appear supported and 
disclosed in the above sense, i.e. the parts relating to compounds containing pyrrolo-quinoline 
quinone as redox-active substance and compounds containing pyrrolo-quinoline quinone as 
the redox-active substance together with a gold electrode. 

In addition, the valid patent claim no. 1 relates to products which are characterized by a 
desirable peculiarity or property, i.e. compounds defined by redox activity in a potential range 
of between -2.0V and 2.0V. B 

The patent claims therefore relate to all products presenting the above peculiarity or property 
whereas the patent claim by the description under the terms of Article 6 of the PCT provides 
support for only a limited number of such products. In the case in question, the patent claims 
lack the corresponding support and the patent application lacks the corresponding disclosure 
to such a degree that a meaningful search with respect to the entire scope of protection sought 
seems impossible. Moreover, the patent claims also lack the clarity required under the terms 
ot Article 6 of the PCT since an attempt is made in said patent claims to define the 
compounds in terms of their desired results (see above). 

The applicant is reminded that claims relating to inventions in respect of which no 
international search report has been established cannot normally be the subject of an 
international preliminary examination (Rule 66.1 (e) PCT). As a general rule, the EPO in its 

?. 7 ±e ° f Carrying out ** ^ernational preliminary 

examination will not conduct a preliminary examination for subjects in respect of which no 
search has been provided. This also applies to cases where the patent claims were amended 

IviS ^ f SCarCh rcp0rt (Artide 19 PCT > or to cases whe « the applicant 

provides new patent claims in keeping with the procedure mentioned in Chapter II of the 
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t nS^S 81 ™! Rl i NG DE 5 ANMELOUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C07H21/00 C12Q1/68 



Nach der internationalen Patentklasstfikation (IPK? oder nach der nationalen Klassifikatlon und der IPK 



li atlonafe* Aktenzeichen 

PCT/! 9/08888 



8. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoft (Klassifikationssystem und Klassrfikationssvmbole ) 

IPK 7 C07H C12Q 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoft gehdrende Verdffentlichung en, soweit diese unter die recherchierte n Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTL1CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit ertorderllch unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



I.WILLNER ET AL.: "Assembly of 
Functolnal 1zed Monolayers of Redox 
Proteins on Electrode Surfaces : Novel 
Bloelectronic and 0ptob1oelectron1c 
systems . " 

BIOSENSORS AND BIOELECTRONICS, 
Bd. 12, Nr. 4, 1997, Selten 337-35< , 
XP000874626 
Abblldungen 7-10 

-/- 



I, 3,9, 

II, 21, 
27,28 



HI 



Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von FekJ C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Beaonderi Kate gone n von angegebenen Verdffentlichungen 
A* Verdffentlichung, die den atfgemeinen Stand der Technik definlert, 
aber nicht als beaonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" *»eres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmekiedatum veroffentlicht worden ist 

I" Verdffentlichung, die gee ig net ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
tcheinan zu tassea Oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden -y 
soil Oder die aus elnem anderen besonderen Qrund angegeben ist iwie 
ausgefuhrt) 

O" Verdffentlichung, die aich auf eine mundltche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P - Verdffentlichung, die vor dem intemationaien Anmeidedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priorttatsdatum veroffentlicht worden ist 



" Sphere Verdfferttllchung, die nach dem internationalen Anmetdedatum 
odor dem Pnontatsdatum verdffentlicht worden ist und mrt der 
Anmeidung nicht kotlldiert. sondern nur zum Verstandnts des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prfnzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Tneone angegeben ist 

" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann alleln aufgrund dieaer Verdffentttehung nicht als neu oder auf 
erf Indenscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

' Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erflndertscher Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Ver6ffentltehung mtt etner Oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dteser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann nahellegend ist 

' Verdffentlichung, die Mltglied derselben Patentfamilie ist 
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ANALYTICAL CHEMISTRY ,US, AMERICAN CHEMICAL 
SOCIETY. COLUMBUS, 
Bd. 66, Nr. 18, 

15. September 1994 (1994-09-15), Seiten 
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ISSN: 0003-2700 
Zusaramenfassung 

JOHNSTON D H ET AL: "ELECTROCHEMICAL 
MEASUREMENT OF THE SOLVENT ACCESSIBILITY 
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JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL 
SOCIETY.US, AMERICAN CHEMICAL SOCIETY 
WASHINGTON, DC, 
Bd. 117, Nr. 35, 1995, Seiten 
8933-8938-8938, XP002900562 
ISSN: 0002-7863 

N . NAKAMURA ET AL.: "Electrochemical 
Properties of Coenzyme 
Pyrroloquinolinequinone Using a 
01-(4-pyr1dyl ) Disulfide Modified Gold 
Electrode under Acidic Conditions " 
BULLETIN 0 FTHE CHEMICAL SOCIETY OF JAPAN 
Bd. 66, April 1993 (1993-04), Seiten 
1289-1291, XP000867849 
Zusammenfassung 

EP 0 831 327 A (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 
25. Marz 1998 (1998-03-25) 

Anspriiche 1-29 

WO 96 40712 A (CALIFORNIA INST OF TECHN) 
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das ganze Dokument 
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8etr. Anspruch Nr. 



P,A 



KATZ E ET AL: "ELECTROCHEMICAL STUDY OF 
PYRROL0QUINOLINE QUINONE COVALENTLY 
IMMOBILIZED AS A MONOLAYER ONTO A 
CYSTAMINE-MODIFIED GOLD ELECTRODE" 
JOURNAL OF ELECTROANALYTICAL CHEMISTRY AND 
INTERFACIAL ELECTROCHEMISTRY , NL t ELSEVIER , 
AMSTERDAM, 

Bd. 367, 1. Januar 1994 (1994-01-01) 
Selten 59-70, XP000672483 

ISSN: 0022-0728 
das ganze Dokument 
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Belspiele 1-15 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchiertoar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaG Artikei 1 7(2)a) wurde aus foigenden Grunden fur bestimmte AnsorOche kein Recherchenbericht erstelit: 
1 . Anspruche Nr. 

weii sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behdrde nicht verpftichtet ist. namlich 



2. | X | Anspruche Nr. 2,13 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen. aie den vorgeschnebenen Anforderungen so wenig entsprechen 
daG eine sinnvoiie Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann. namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. Anspruche Nr. 

weii es sich dabei um abhangige Anspruche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6,4 a) abgefafM sind. 



Feld II Bemerkungen Dei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Biatt 1) 



Oie international RecherchenbehOrde hat festgestellt. daG diese internationale Anmeidung mehrere Erfindungen enthait: 



1 . I I Oa der Anmelder alle ertorderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
1 — 1 internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne emen Arbeitsaufwand durchgefuhrt weraen konnte. der eine 
1 — ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. hat die Behbrde nicht zur Zahlung einer soichen Gebuhr aufgefordert. 



3. Oa der Anmelder nur einige der ertorderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
1 — 1 internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche. fur die Gebiihren entrichtet worden sind. namlich auf die 
Anspruche Nr. 



n 



Oer Anmelder hat die ertorderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht bescnrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in foigenden Anspruchen er- 
fafJt: 



Btm«rkungen hlnsichtllch eines Widerspruchs Q^J Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt 

| | Oie Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erlolgte ohne Widerspruch. 



Formbfatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (l))(Juli 1998) 

BNSDOCID: <WO__0O31 1 01 A1 J^> 



WE1TERE ANGABEN 



Internationales AktenzeichenPCT/EP 99 ,08888 

PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspriiche Nr. : 2,13 

Die geltenden Patentanspruche bezlehen sich auf e1ne unverhaltnismaBIg 
groBe Zanl mogllcher Verblndungen, von denen sich nur eln klelner Antell 
™ Sn SL v ? 1 ' Art - 6 PCT auf die Beschreibung stutzen und als im Sinne von 
c ,i /£TJ n der Patentanmeldung offenbart gelten kann. Im vorllegenden 
Fall fenlt den Patentanspruchen die entsprechende Stutze und fehlt der 
Patentanmeldung die notige Offenbarung 1n einem solchen MaBe, da8 elne 
slnnyo le Recherche iiber den gesamten erstrebten Schutzberelch unmogllch 
erschelnt. Daher wurde die Recherche auf die Telle der Patentanspruche 
genchtet, welche im o.a. Sinne als gestutzt und offenbart erschelnen 
namllch die Telle betreffend Verbindungen mit Pyrrol o-Ch1nol 1no-Ch1non 
als redoxaktlve Substanz und Verblndungen m1t Pyrrol o-Ch1nol1no-Ch1non 
als die redoxaktlve Substanz zusammen mit einer Gold-El ektrode. 

Oeswelteren bezleht sich der geltende Patentanspruch 1 auf Produkte die 
charakterlslert werden durch eine erstrebenswerte Elgenheit Oder ' 
Elgenschaft, namllch Verbindungen deflnlert durch Redoxaktlvitat in einem 
Potential berelch von -2.0V bis 2.0V. 

Die Patentanspruche umfassen daher alle Produkte, die dlese Eigenhelt 
oder Elgenschaft aufwelsen, wohlngegen die Patentanmeldung Stlitze durch 
die Beschreibung 1m Sinne von Art. 5 PCT nur fur eine begrenzte Zahl 
sol cher Produkte liefert. Im vorliegenden Fall fehlt den Patentanspruchen 
die entsprechende Stutze bzw. der Patentanmeldung die notlge Offenbarung 
1n einem solchen MaBe, daB eine sinnvolle Recherche iiber den gesamten 
erstrebten Schutzbereich unmogllch erschelnt. Desungeachtet fehlt den 
PatentansprQchen auch die in Art. 6 PCT geforderte Klarhelt, nachdem 1n 
lhnen versucht wird, die Verbindung iiber das jeweils erstrebte Eraebnis 
zu definleren (slehe oben). s 

Der Anmelder wird darauf hingewlesen, daB Patentanspruche, oder Telle von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein International 
RecherchenbeNcht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand elner 
international en vorlauflgen Priifung se1n konnen (Regel 66.1(e) PCT) In 
seiner Elgenschaft als mit der international vorlauflgen Priifung 
beauftragte Behorde wird das EPA also 1n der Regel keine vorlauflge 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
International en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT) ooer 
fur den Fall, daB der Anmelder 1m Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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